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Normality is a paved road. 
It’s comfortable to walk, but no flowers grow 















And the day came when the risk  
to remain in a tight bud was more painful  
than the risk it took to blossom 
-Anaïs Nin   
  Οι κοτυληδόνες του φυτού Trigonella foenum – graecum 
9 ημερών κάτω από το στερεοσκόπιο 
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Περίληψη 
Το Trigonella foenum-graecum, ένα φυτό με ιατρικό και φαρμακευτικό 
ενδιαφέρον χρησιμοποιείται ευρέως εφόσον παράγει βιοδραστικούς 
δευτερογενείς μεταβολίτες όπως αλκαλοειδή, φλαβονοειδή, στεροειδή 
τριτερπένια και σαπωνίνες, με σημαντικότερο την στεροειδή σαπωνίνη 
διοσγενίνη. Η βιοσύνθεση τέτοιων μεταβολιτών και η ρύθμιση της στα φυτά 
αποτελεί στόχο της έρευνας στην μεταβολική μηχανική. Με απώτερο στόχο την 
ταυτοποίηση βιοσυνθετικών γονιδίων και ρυθμιστών του μεταβολισμού που 
μπορούν να χρησιμοποιηθούν σε προσεγγίσεις γενετικής μηχανικής για 
ενίσχυση της παραγωγής μεταβολιτών υψηλής αξίας και την λεπτή ρύθμιση του 
μεταβολισμού οργανισμών-ξενιστών/σασί. Έχει δειχθεί πρόσφατα ότι οι 
μεταγραφικοί παράγοντες TSAR1 και TSAR2 (Triterpene Saponin Activation Regulators 1, 2) του συγγενικού ψυχανθούς Medicago truncatula είναι ικανοί να 
επάγουν την έκφραση γονιδίων ολόκληρου του μονοπατιού βιοσύνθεσης 
τριτερπενοειδών σαπωνινών, από το μεβαλονικό οξύ μέχρι τα τελικά μόρια 
σαπωνινών. Στην παρούσα εργασία μελετήθηκε η  επίδραση της ετερόλογης 
έκφρασης των μεταγραφικών παραγόντων αυτών στο φυτό Trigonella foenum-
graecum μετά από μετασχηματισμό των κυττάρων της ρίζας (hairy root 
transformation), με στόχο τη διερεύνηση της μεταγραφικής δραστηριότητας 
γονιδίων που εμπλέκονται στο βιοσυνθετικό μονοπάτι των τριτερπενοειδών 
σαπωνινών. Βασικός σκοπός πίσω από την υπερέκφραση των TSAR1 και TSAR2 
είναι να απαντηθεί το ερώτημα αν αυτός ο ρυθμιστικός μηχανισμός είναι 
συντηρημένος σε διαφορετικά ψυχανθή. Επιπρόσθετα, η φαρμακευτική αξία 
των στεροειδών σαπωνινών που παράγονται από το T. foenum-graecum 
καθιστά απαραίτητη την μελέτη των γονιδίων που συμμετέχουν στο μονοπάτι, 
με στόχο την κατανόηση της ρύθμισής του και την πιθανή τροποποίησή του, 
ώστε τελικά να είναι δυνατή η αύξηση παραγωγής των ενεργών αυτών ουσιών. 
Για το λόγο αυτό μελετήθηκε η σχετική έκφραση γονιδίων που συμμετέχουν σε 
σημαντικά στάδια του μονοπατιού, όπως το πρώτο ένζυμο-κλειδί του 
μονοπατιού (γονίδιο HMGR, 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA Reductase), το 
οποίο καταλύει τον μη αντιστρεπτό σχηματισμό του πρώτου μεταβολίτη, του 
μεβαλονικού οξέος. Συμπληρωματικά, εξετάστηκε η επίδραση στην έκφραση του 
γονιδίου διακλάδωσης προς παραγωγή στεροειδών σαπωνινών (γονίδιο CAS, 
Cycloartenol Synthase). Τα αποτελέσματα που προέκυψαν, ήταν αντικρουόμενα 
σε σχέση με ότι είχε βρεθεί μέχρι στιγμής σε συγγενή φυτά, παρατηρώντας μια 
ανταγωνιστική δράση μεταξύ των ετερόλογων και των ενδογενών 
μεταγραφικών παραγόντων, αποδεικνύοντας, με αυτό τον τρόπο, τη δυναμική 
εξειδίκευση της ρύθμισης στο βιοσυνθετικό μονοπάτι του μεβαλονικού οξέος 
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Abstract 
Trigonella foenum-graecum, is a plant of considerable medicinal and 
pharmaceutical significance, and is widely cultivated since it produces bioactive 
secondary metabolites such as alkaloids, flavonoids, triterpenes and saponins, 
most notably the steroidal saponin diosgenin. The biosynthesis οf such 
metabolites and its regulation in plants is a focal point of research in metabolic 
engineering. With the ultimate aim being the identification of biosynthetic genes 
and regulators of metabolism that can be used in genetic engineering approaches 
in order to boost production of high-value metabolites and fine-tune host/chassis organism metabolism. It was previously shown that the TSAR1 and 
TSAR2 (Triterpene Saponin Activation Regulators 1, 2) transcription factors of 
the legume Medicago truncatula are capable of inducing gene expression of the 
entire triterpene saponin biosynthetic pathway, from mevalonic acid to the final saponins. The present thesis investigated the effect of heterologous expression of these transcription factors on the transcriptional activity of genes involved in the 
triterpenoid saponin biosynthetic pathway following hairy root transformation 
of the closely related plant Trigonella foenum-graecum. The main purpose, therefore, behind TSAR1 and TSAR2 overexpression is to answer the question 
whether this regulatory mechanism is conserved in different legumes. 
Additionally, the pharmaceutical value of the steroid saponins produced in T. 
foenum-graecum renders the study of the genes involved in the pathway 
necessary so as to understand its regulation and its presumptive modification, 
thereby eventually enabling the increase in the production of these active 
compounds through genetic engineering approaches. For that reason, the 
relative expression of genes involved in important stages of the pathway, such as 
the first key enzyme of the pathway (HMGR gene, 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-
CoA Reductase), which catalyzes the irreversible formation of the first 
metabolite, mevalonic acid, was studied. Furthermore, the effect of the expression of the branching gene producing steroidal saponins (CAS gene, 
Cycloartenol Synthase) was examined. The results obtained were contradictory to other findings so far in legumes, indicating a possible competitive effect 
between heterologous and endogenous transcription factors. This demonstrates 
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1. Εισαγωγή 
Όπως οι άνθρωποι και τα ζώα, έτσι και τα φυτά έχουν να 
αντιμετωπίσουν πολυάριθμες προκλήσεις στο οικοσύστημά τους και δεν 
μπορούν εύκολα να παραβλέψουν ή να διαχειριστούν αυτό το ανταγωνιστικό 
περιβάλλον. Επομένως, πολλά από τα φυτά παράγουν δευτερογενείς 
μεταβολίτες για να αντιμετωπίσουν τους περιορισμούς αυτούς.  
Οι δευτερογενείς μεταβολίτες, τουλάχιστον οι μείζονες που υπάρχουν σε 
ένα φυτό, προφανώς λειτουργούν ως άμυνα (έναντι φυτοφάγων, μικροβίων, 
ιών η ανταγωνιστικών φυτών) και ως σηματοδότες (για την προσέλκυση ζώων 
επικονίασης ή διασποράς σπόρων). Είναι επομένως σημαντικά για την επιβίωση 
και την αναπαραγωγική ικανότητα του φυτού. Ως εκ τούτου, οι δευτερογενείς 
μεταβολίτες αντιπροσωπεύουν προσαρμοστικούς χαρακτήρες που έχουν 
υποβληθεί σε φυσική επιλογή κατά την εξέλιξη (Wink, 2003). Η ταξινόμησή τους 
βασίζεται στη χημική δομή, στη σύνθεση, στη διαλυτότητα τους σε διάφορα 
μέσα ή στο μονοπάτι από το οποίο συνθέτονται. Το βασικό σύστημα 
ταξινόμησης περιλαμβάνει τρεις κύριες ομάδες: τερπενοειδή, αλκαλοειδή και 
φαινόλες(Kabera et al., 2014). 
Το φυτό Trigonella foenum-graecum είναι ένα δικοτυλήδονο φυτό που 
ανήκει στην οικογένεια των Fabaceae (υποοικογένεια Papilionaceae), που 
χρησιμοποιείται ευρέως για διάφορες ιατρικές εφαρμογές σε όλο τον κόσμο, 
αφού παράγει βιοδραστικούς δευτερογενείς μεταβολίτες όπως αλκαλοειδή, 
φλαβονοειδή, στεροειδή τριτερπένια και σαπωνίνες. Συγκεκριμένα, η 
διοσγενίνη, μία στεροειδής σαπωνίνη, έχει διερευνηθεί για τις φαρμακευτικές 
της χρήσεις και έχει αναφερθεί ως πηγή πρώτης ύλης για την παραγωγή 
στεροειδών ορμονών(Chaudhary et al., 2018). 
Συνεπώς, τα οφέλη που έχουν να προσφέρουν οι δευτερογενείς 
μεταβολίτες που παράγονται από το φυτό αυτό, καθιστά αναγκαία τόσο τη 
μελέτη όσο και την τροποποίηση του μεταβολισμού με αποτέλεσμα την αύξηση 
παραγωγής των ενεργών αυτών ουσιών.       ~ 9 ~ 
 
1.1 Το φυτό Trigonella foenum – graecum 
Το φυτό Trigonella foenum-graecum L. (T. foenum – graecum), ευρέως 
γνωστή ως Τριγωνέλλα, είναι ένα μικρό, σύσπορο, ετήσιο δικοτυλήδονο 
ψυχανθές που ανήκει στην υποοικογένεια Papilionaceae, οικογένεια Fabaceae (Εικόνα 1). Το φυτό Trigonella L. περιλαμβάνει περίπου 135 ποικιλίες 
παγκοσμίως και προέρχεται από τη νοτιοανατολική Ευρώπη και τη δυτική 
Ασία(Wani & Kumar, 2018). Η Τριγωνέλλα καλλιεργείται ευρέως στην Ινδία, την 
Αργεντινή, την Αίγυπτο και τις μεσογειακές χώρες. Το γένος Trigonella σημαίνει 
«τριγωνικό», ίσως λόγω του τριγωνικού σχήματος των λουλουδιών του, ενώ το 
όνομα του είδους foenum-graecum σημαίνει «ελληνικό χόρτο»(Petropoulos, 
2002).  
 
Εικόνα 1. Το φυτό Trigonella foenum-graecum L.   
1.1.1 Το γονιδίωμα και η μορφολογία του φυτού   Το T. foenum-graecum είναι ένα διπλοειδές (2n = 16) φυτό(Ahmad et al., 
2016) χωρίς ανευπλοειδισμό(Flammang et al., 2004). Το μέγεθος του 
γονιδιώματός του είναι περίπου 685 Mbp, το οποίο είναι περίπου 1,5 φορά 
μεγαλύτερο από αυτό των φυτών-μοντέλων ψυχανθών, Lotus corniculatus L. 
var. japonicus Regel [συντομογραφία: Lotus japonicus (Regel) Κ Larsen] και 
Medicago truncatula, τα οποία έχουν συμπαγή γονιδιώματα μεγέθους περίπου 
470 Mbp(Vaidya et al., 2013; Young et al., 2003). Τα φύλλα είναι τρίφυλλα 
αποτελούμενα από τρία οδοντωτά ωοειδή φυλλάρια. Τα λουλούδια, 
μεμονωμένα ή σε ομάδες των δύο, είναι λευκά ή υποκίτρινα έως μοβ ανοικτό και 
παρουσιάζουν τριγωνικό σχήμα που χαρακτηρίζεται από στεφάνη ψυχανθών. 
Δύο τύποι λουλουδιών έχουν περιγραφεί, τα κλειστόγαμα (κλειστά) και ~ 10 ~ 
 
ανοικτόγαμα (ανοιχτά) λουλούδια. Η πρώτη είναι η μορφή που παρατηρείται 
συνήθως. Ο καρπός είναι επιμήκης τοξωτός λοβός. Οι ώριμοι σπόροι είναι πολύ 
σκληροί, επίπεδοι, χρώματος ανοιχτού έως κοκκινωπού καφέ και 
χαρακτηρίζονται από ένα αυλάκι που σκιαγραφεί δύο άνισα μέρη(A. Basu et al., 
2014; S. K. Basu et al., 2006).Το στέλεχος είναι μακρύ κυλινδρικό (μήκους 30-60 
cm) σε ροζ χρώμα(Basu, 2006; Mehrafarin et al., 2011).   
1.1.2 Η σύσταση ουσιών που παράγονται από το φυτό 
Οι σπόροι της Τριγωνέλλας περιέχουν 45-60% υδατάνθρακες, κυρίως 
βλεννώδεις ίνες (γαλακτομαννάνες), 20-30% πρωτεΐνες υψηλού ποσοστού σε 
λυσίνη και τρυπτοφάνη, 5-10% σταθερά έλαια (λιπίδια), αλκαλοειδή πυριδίνης, 
κυρίως τριγωνελλίνη (0.2-0.38%, 0.09%), αργινίνη, ιστιδίνη και λυσίνη, 
ασβέστιο και σίδηρο, σαπωνίνες (0.6%), γεντιανίνη και καρπεΐνη, τα 
φλαβονοειδή απιγενίνη, λουτεολίνη, οριεντίνη, κουερσετίνη, βιτεξίνη και 
ισοβιτεξίνη  (1,7%), γλυκοζίτες που παράγουν στεροειδείς σαπωνίνες κατά την 
υδρόλυση (διοσγενίνη, γιαμογενίνη, τιγογενίνη, νεοτιγογενίνη), χοληστερόλη και 
σιτοστερόλη, βιταμίνες A, B1, C, νικοτινικό οξύ και πτητικά έλαια 0,015% (n- 
αλκάνια και σεσκιτερπένια)(Mehrafarin et al., 2011).   
1.1.3 Εξειδικευμένοι μεταβολίτες βιολογικής σημασίας 
Οι δευτερογενείς μεταβολίτες από φυτά, οι οποίοι διακρίνονται από τους 
πρωτογενείς μεταβολίτες όπως τα νουκλεϊνικά οξέα, αμινοξέα, υδατάνθρακες, 
λιπίδια, είναι εξαιρετικά ποικίλοι. Κάθε φυτική οικογένεια, γένος ή είδος παράγει 
ένα χαρακτηριστικό μίγμα αυτών, ενώ μερικές φορές μπορούν να 
χρησιμοποιηθούν ως χαρακτήρες στην ταξινόμηση φυτών(Kabera et al., 2014).  
Πολλές επιστημονικές πηγές δηλώνουν ότι ο ρόλος τους δεν είναι ζωτικής 
σημασίας για τα ζωντανά κύτταρα σε φυσιολογική ανάπτυξη και αναπαραγωγή, 
αλλά ενεργούν αποσκοπώντας στην προστασία του από όσο το δυνατόν 
περισσότερους επιβλαβείς περιβαλλοντικούς παράγοντες. Ωστόσο ο κάθε 
δευτερογενής μεταβολίτης προστατεύει από έναν τύπο ή ένα στενό εύρος 
καταπονήσεων. Ως εκ τούτου, συνήθως συντίθενται σε φυτά σε ειδικές 
περιπτώσεις, όπως να προστατεύουν τα φυτά έναντι φυτοφάγων οργανισμών 
και έναντι μολύνσεων από παθογόνους μικροοργανισμούς, να προσελκύουν 
επικονιαστές και ζώα που συμβάλλουν στη διασπορά των σπερμάτων και να 
λειτουργούν ως παράγοντες ανταγωνισμού μεταξύ των φυτών και συμβίωσής 
τους με μικροοργανισμούς(Gunning, B.E.S and Steer, M.W., 1996). Οι 
δευτερεύοντες μεταβολίτες μπορεί συχνά να δημιουργούνται από 
τροποποιημένα βιοσυνθετικά μονοπάτια από έναν πρωτογενή μεταβολίτη ή να 
μοιράζονται πρόδρομα μόρια πρωτογενών μεταβολιτών(Stamp, 2003). Τα φυτά 
εξελίσσονται για να προσαρμοστούν στο περιβάλλον παράγοντας ποικίλα 
βιοσυνθετικά ένζυμα δευτερογενών μεταβολιτών. Οι ενώσεις αυτές ~ 11 ~ 
 
χρησιμοποιούνται ως φάρμακα, αρώματα, ειδικά αιθέρια έλαια. Στις 
περισσότερες αναφορές, φαίνεται ότι οι δευτερογενείς μεταβολίτες που 
εξάγονται από φυτά υποδιαιρούνται σε τρεις κύριες κατηγορίες: τερπενοειδή, 
αλκαλοειδή και φαινολικά με ενδιαφέρουσες φαρμακολογικές 
δραστηριότητες(Savithramma & Rao, 2011; Verpoorte, 1998).  
Πολλές βιολογικά ενεργές φυτοχημικές ουσίες έχουν αναφερθεί στο 
φυτό T. foenum – graecum, συμπεριλαμβανομένων σαπωνινών, μια κατηγορία 
γλυκοζυλιωμένων τριτερπενίων που εμφανίζουν αντιμικροβιακές, αντιϊκές και 
εντομοκτόνες δραστηριότητες(Harsha. et al., 2012). Αυτές οι ενώσεις 
αντιπροσωπεύουν ένα μέρος των μηχανισμών άμυνας των φυτών κατά των 
βιοτικών καταπονήσεων και, ως εκ τούτου, μπορούν επίσης να ταξινομηθούν ως 
φυτοπροστατευτικά. Μεταξύ των στεροειδών σαπωνινών, η διοσγενίνη είναι 
ένα από τα πιο βιοενεργά συστατικά του φυτού που έχει ερευνηθεί λόγω των 
αντικαρκινικών και αντιγηραντικών δραστηριοτήτων (Εικόνα 2). 
Χρησιμοποιείται επίσης ως αντισυλληπτικό και για την πρόληψη 
καρδιαγγειακών παθήσεων. Ειδικότερα, η σύνθεση μερικών στεροειδών 
φαρμάκων και ορμονών όπως η τεστοστερόνη, τα γλυκοκορτικοειδή και η 
προγεστερόνη μπορεί να προκύψουν από την διοσγενίνη, η οποία 
χρησιμοποιείται ως πρόδρομη ουσία για την ημισυνθετική παρασκευή 
τους(Chaudhary et al., 2015).  
 
Εικόνα 2. Χημική δομή της διοσγενίνης (Uemura et al., 2010).   
1.1.4 Μετασχηματισμός hairy roots 
Ο μετασχηματισμός hairy roots προκαλείται από το βακτήριο του 
εδάφους Α. rhizogenes, με αποτέλεσμα το λεγόμενο φαινότυπο τριχωτής ρίζας 
(Εικόνα 3). Η μόλυνση που προκαλείται από αυτά τα βακτήρια οδηγεί στον 
μετασχηματισμό μέσω πλασμιδίου, το οποίο ονομάζεται επίσης πλασμίδιο που 
προκαλεί τον σχηματισμό ριζών (Ri-Root inducing) που περιέχει Τ-DΝΑ (transferred - DNA), το οποίο μεταφέρεται στο φυτικό κύτταρο, ενσωματώνεται ~ 12 ~ 
 
στο γονιδίωμα του φυτού και εκφράζεται εκεί. Αυτό το πλασμίδιο Ri 
αποτελείται από Τ-DΝΑ, που βρίσκεται μεταξύ των περιοχών του δεξιού (RB-right border) και αριστερού (LB-left border) συνοριακού. Το πλασμίδιο Ri μόλις 
μεταφερθεί ενοποιείται με το πυρηνικό γονιδίωμα του φυτού ξενιστή. Όπως 
στην περίπτωση του Α. tumefaciens, ο μετασχηματισμός φυτικών κυττάρων 
μέσω πλασμιδίου του A. rhizogenes οδηγεί επίσης στην παραγωγή οπών, οι 
οποίες χρησιμεύουν ως ειδική τροφή για τα βακτήρια(Bhatia et al., 2015). Οι 
νεοπλασματικές ρίζες που παράγονται από μόλυνση με Α. rhizogenes 
χαρακτηρίζονται από υψηλό ρυθμό ανάπτυξης και γενετική σταθερότητα. Αυτές 
οι γενετικά μετασχηματισμένες καλλιέργειες ριζών μπορούν να παράγουν 
υψηλότερα επίπεδα των δευτερογενών μεταβολιτών ή ποσότητες συγκρίσιμες 
με εκείνες των άθικτων φυτών(Hu & Du, 2006).  
Ο κύριος περιορισμός αυτής της προσέγγισης είναι ότι, δεδομένου ότι οι 
βλαστοί δεν μετασχηματίζονται, η διαρκής συντήρηση των σύνθετων φυτών δεν 
είναι δυνατή είτε με αγενή πολλαπλασιασμό, είτε με αυτογονιμοποίηση. Παρ’ 
όλα αυτά, ο περιορισμός αυτός μπορεί πλέον να παρακαμφθεί, δεδομένου ότι 
έχει προσφάτως δειχθεί ότι μετασχηματισμένες από Ri Τ-DΝΑ ρίζες Μ. 
truncatula μπορούν να αναγεννηθούν επιτυχώς σε φυτάρια(Crane et al., 2006).   
 
Εικόνα 3. Α-Β: διαφορετικά στάδια του σχηματισμού τριχωτής ρίζας από έκφυτα 
στελεχών, C-D: τριχωτές ρίζες που αναπτύσσονται από έκφυτα φύλλων, Ε: απεικόνιση 
των ριζών κάτω από μικροσκόπιο φθορισμού, ρίζες που εκφράζουν GFP κάτω από 
μικροσκόπιο φθορισμού (Shahabzadeh et al., 2013). 
 
1.2 Τερπενοειδή 
Τα τερπενοειδή (ισοπρενοειδή) αντιπροσωπεύουν τη μεγαλύτερη και 
πιο διαφοροποιημένη κατηγορία χημικών ουσιών μεταξύ των ενώσεων που 
παράγονται από τα φυτά (Εικόνα 4). Τα φυτά χρησιμοποιούν τερπενοειδή για ~ 13 ~ 
 
μια ποικιλία βασικών λειτουργιών στην ανάπτυξη, αλλά η πλειοψηφία των 
τερπενοειδών χρησιμοποιείται για εξειδικευμένες χημικές αλληλεπιδράσεις και 
προστασία στο αβιοτικό και βιοτικό περιβάλλον. Παραδοσιακά, τα φυτικά 
τερπενοειδή έχουν χρησιμοποιηθεί από τον άνθρωπο στα τρόφιμα, σε 
φαρμακευτικές και χημικές βιομηχανίες και, πιο πρόσφατα, έχουν αξιοποιηθεί 
για την ανάπτυξη βιοκαυσίμων(Tholl, 2015). Η βιοσύνθεση των τερπενοειδών 
μπορεί να χωριστεί εννοιολογικά σε τέσσερα διαφορετικά στάδια. Όλα τα 
τερπενοειδή προέρχονται από τις δομικές μονάδες με πέντε άτομα άνθρακα, που 
συντίθενται μέσω δυο διαφορετικών οδών. Τα φωσφορυλιωμένα ενδιάμεσα 
προϊόντα, το διφωσφορικό ισοπεντενύλιο (ΙΡΡ) και το αλλυλικό ισομερές 
του, το διφωσφορικό διμεθυλαλλύλιο (DMAPP) ενώνονται μεταξύ τους για 
να σχηματίσουν τερπένια αποτελούμενα από 10, 15 ή περισσότερα άτομα 
άνθρακα(Markus Lange & Ahkami, 2013). 
 
Εικόνα 4. Χημική δομή του ισοπρενίου (Król, B et al., 2015) 
 
1.2.1 Οι δύο οδοί βιοσύνθεσης τερπενοειδών 
Στα φυτά, το ΙΡΡ και κατ’ επέκταση DMAPP μπορούν να συντεθούν μέσω 
δύο οδών, που πραγματοποιούνται σε διαφορετικά υποκυτταρικά 
διαμερίσματα. Το μονοπάτι του μεβαλονικού οξέος (mevalonic acid - MVA) 
στο κυτοσόλιο (πρώιμα στάδια), το ενδοπλασματικό δίκτυο (αναγωγάση του 3-
υδροξυ-3-μεθυλογλουταρυλο-CoA) και τα υπεροξειδιοσώματα (τελευταία 
στάδια)(Carrie et al., 2007; Cirioni & Bach, 2007; Leivar Pablo et al., 2005; 
Nagegowda et al., 2005; Sapir-Mir et al., 2008; Simkin et al., 2011). Αντίθετα, όλα 
τα ένζυμα της οδού της φωσφορικής μεθυλερυθριτόλης (methylerythritol phosphate - MEP) εντοπίζονται σε πλαστίδια (Εικόνα 5)(Hsieh et al., 2008; Suire et al., 2000). 
Η σχετική συμβολή αυτών των οδών σε συγκεκριμένα τερπενοειδή 
τελικά προϊόντα μπορεί να ποικίλει ουσιαστικά σε διαφορετικά φυτά ή ιστούς. 
Τα τερπένια συντίθεται από τους πρωτογενείς μεταβολίτες με τουλάχιστον δύο 
διαφορετικούς τρόπους. Μέσω της καλά μελετημένης οδού του μεβαλονικού 
οξέος, 3 μόρια ακέτυλο-CoA ενώνονται διαδοχικά για να σχηματίσουν το 
μεβαλονικό οξύ. Αυτή η σημαντική ενδιάμεση ένωση έξι ατόμων άνθρακα στη 
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συνέχεια πυροφωσφορυλιώνεται, αποκαρβοξυλιώνεται και αφυδατώνεται για 
να σχηματιστεί διφωσφορικό ισοπεντενύλιο (IPP)(Taiz and Zeiger, 2010).  
 
Εικόνα 5. Βιοσύνθεση τερπενοειδών στα φυτά. Δύο διακριτές οδοί για τη σύνθεση των 
προδρόμων διφωσφορικού ισοπεντενυλίου (IPP) και διφωσφορικού διμεθυλαλλυλίου 
(DMAPP): το μονοπάτι μεβαλονικού οξέος (MVA) που λαμβάνει μέρος σε 
κυτταρόπλασμα, υπεροξειδιοσώματα, μιτοχόνδρια, πλαστίδια και ενδοπλασματικό 
δίκτυο (μωβ) και το μονοπάτι φωσφορικής μεθυλερυθριτόλης (ΜΕΡ) στα πλαστίδια 
(μπλε) (Moses et al., 2013). 
Το δεύτερο στάδιο της τερπενοειδούς βιοσύνθεσης περιλαμβάνει 
αντιδράσεις συμπύκνωσης των DMAPP και IPP καταλυόμενων από πρενυλ-
τρανσφεράσες ειδικές για το μήκος της αλυσίδας. Η συμπύκνωση ενός μορίου DMAPP και ενός μορίου IPP οδηγεί σε διφωσφορικό γερανύλιο (GPP), την 
πρόδρομη ένωση 10 ατόμων άνθρακα των περισσότερων μονοτερπενίων. Αυτή 
η αντίδραση καταλύεται από τη συνθάση του διφωσφορικού γερανυλίου(Burke & Croteau, 2002; Tholl et al., 2001).  Η συνένωση ενός μορίου DMAPP με ένα 
ακόμη μόριο ΙΡΡ σχηματίζει ένωση 15 ατόμων άνθρακα, το διφωσφορικό 
φαρνεζύλιο (FPP), την πρόδρομη ένωση των περισσότερων σεσκιτερπενίων, η 
οποία καταλύεται από τη συνθάση του διφωσφορικού φαρνεζυλίου (FPS). Από 
τα γονιδιώματα φυτών φαίνονται να κωδικοποιούνται διάφορες ισομορφές FPS 
που εντοπίζονται στο κυτοσόλιο, τα πλαστίδια, τα μιτοχόνδρια ή τα 
υπεροξειδιοσώματα(Cunillera et al., 1997; Hemmerlin et al., 2003; Sanmiya et al., ~ 15 ~ 
 
1999). Προσθήκη ενός επιπλέον μορίου IPP οδηγεί στην πρόδρομη ένωση των 
διτερπενίων, μια ένωση με 20 άτομα άνθρακα, το διφωσφορικό 
γερανυλογερανύλιο, με κατάλυση της συνθάσης διφωσφορικού 
γερανυλογερανυλίου. Οι ισομορφές αυτού του ενζύμου έχουν αναφερθεί ότι 
εμφανίζονται σε πλαστίδια, το ενδοπλασματικό δίκτυο (ER) και τα 
μιτοχόνδρια(Okada et al., 2000; Sitthithaworn et al., 2001; Thabet et al., 2012; 
Turner et al., 1999). 
Στο τρίτο στάδιο της βιοσύνθεσης τερπενοειδών, οι αντιδράσεις που 
καταλύονται από συνθάσες τερπενιών έχουν ως αποτέλεσμα τη συναρμολόγηση 
του δομικού πυρήνα κάθε κατηγορίας τερπενοειδών. Αυτή η κατηγορία ενζύμων 
είναι υπεύθυνη για τη σύνθεση εκατοντάδων διαφορετικών σκελετών 
υδρογονανθράκων. Γενικά, οι συνθάσες μονοτερπενίου εντοπίζονται σε 
πλαστίδια, ενώ οι συνθάσες σεσκιτερπενίου βρίσκονται στο 
κυτταρόπλασμα(Chen et al., 2011). Εντούτοις, έχουν αναφερθεί εξαιρέσεις σε 
αυτόν τον κανόνα, ειδικότερα στον εντοπισμό συνθασών μονοτερπενίου στο 
κυτοσόλιο(Aharoni, 2003) και συνθασών σεσκιτερπενίου σε πλαστίδια(Sallaud et al., 2009).  
Τέλος, στο τέταρτο στάδιο της οδού παραγωγής τερπενίων, οι σκελετοί 
τερπενοειδών τροποποιούνται περαιτέρω, μέσω οξειδοαναγωγής, σύζευξης και 
άλλων αντιδράσεων τροποποίησης, για να δώσουν ένα ευρύ φάσμα τελικών 
προϊόντων(Markus Lange & Ahkami, 2013). Η συμπύκνωση δύο μονάδων FPP 
από τη συνθάση του σκουαλενίου (SQS) δημιουργεί το πρόδρομο σκουαλένιο 30 
ατόμων άνθρακα, το οποίο οξειδώνεται σε 2,3-οξειδοσκουαλένιο από το ένζυμο 
εποξειδάση του σκουαλενίου (SQE). Η εποξειδάση του σκουαλενίου 
χρησιμοποιεί το μοριακό οξυγόνο και το NADPH για να οξειδώσει το σκουαλένιο 
σε 2,3-οξειδοσκουαλένιο. Το 2,3-οξειδοσκουαλένιο κυκλοποιείται από ένα ευρύ 
φάσμα κυκλασών του οξειδοσκουαλενίου (OSCs) σε πολυκυκλικές δομές, οι 
οποίες σε ανώτερα φυτά σηματοδοτούν το σημείο διακλάδωσης μεταξύ του 
πρωτογενούς και δευτερογενούς μεταβολισμού(Moses et al., 2014). 
1.2.2 Παραγωγή τριτερπενίων 
Στο μονοπάτι βιοσύνθεσης στερολών εμπλέκονται η συνθάση της 
κυκλοαρτενόλης (cycloartenol synthase - CAS) και η συνθάση της λανοστερόλης 
(lanosterol synthase - LS), ενώ στο μονοπάτι βιοσύνθεσης τριτερπενίων οι 
τριτερπενοειδείς συνθάσες που οδηγούν στην παραγωγή τετρακυκλικών και 
πεντακυκλικών τριτερπενίων(Abe et al., 1993). Τα τριτερπένια συντίθενται από 
το 2,3-οξειδοσκουαλένιο από τις κυκλάσες οξειδοσκουαλενίου (OSCs), οι οποίες 
συλλογικά παράγουν περισσότερα από 100 διαφορετικά ικριώματα 
τριτερπενίου. Αυτά τα ικριώματα στη συνέχεια τροποποιούνται περαιτέρω με 
προσαρμοστικά ένζυμα (π.χ. κυτοχρώματα Ρ450, τρανσφεράσες σακχάρων, και 
ακυλοτρανσφεράσες) για να δώσουν ακόμη μεγαλύτερη μεταβολική 
ποικιλομορφία. Τα γονίδια για τις βιοσυνθετικές οδούς τριτερπενίου ~ 16 ~ 
 
οργανώνονται συνήθως σε γονιδιώματα φυτών ως συμπλέγματα - ομάδες 
μεταβολικών γονιδίων (gene clusters). 
Μέχρι στιγμής έχουν χαρακτηριστεί πάνω από 80 λειτουργικές κυκλάσες 
οι οποίες δίνουν προϊόντα όπως λανοστερόλη, κυκλοαρτενόλη, β-αμυρίνη (b-
amyrin synthase - bAS), α-αμυρίνη (a-amyrin synthase - aAS), λουπεόλη (lupeol 
synthase) και πολλά ακόμα προϊόντα (Εικόνα 6)(Thimmappa et al., 2014). 
 
 
Εικόνα 6. Η βιοσυνθετική οδός προς παραγωγή στερολών και τριτερπενίων (Thimmappa et al., 2014) 
 
1.2.2 Πολυλειτουργικότητα των φυτικών τερπενοειδών 
Παρόλο που τα τερπενοειδή έχουν σημαντικές πρωτεύουσες λειτουργίες 
ως φωτοσυνθετικές χρωστικές ουσίες (καροτενοειδή), φορείς ηλεκτρονίων 
(πλευρικές αλυσίδες ουβικινόνης και πλαστοκινόνης), ρυθμιστές της αύξησης 
και της ανάπτυξης (γιββερελλίνες, αποκοπτικό οξύ, στριγγολακτόνες, 
βρασσινοστεροειδή, κυτοκινίνες), στη γλυκοζυλίωση πρωτεϊνών (δολιχόλες), ως 
στοιχεία της δομής και λειτουργίας της μεμβράνης (φυτοστερόλες), ως ειδικοί 
μεταβολίτες τερπενοειδών, ειδικότερα, έχουν αναγνωριστεί για μια σειρά ~ 17 ~ 
 
βιολογικών ρόλων. Τα πτητικά ή ημιπτητικά τερπενοειδή χαμηλού μοριακού 
βάρους, τα οποία περιέχουν μονάδα ισοπρενιου, τα μονοτερπενοειδή, τα 
σεσκιτερπενοειδή και τα διτερπενοειδή, εμπλέκονται στην προστασία των 
φυτών κατά αβιοτικών καταπονήσεων και σε διάφορες βιοτικές 
αλληλεπιδράσεις πάνω και κάτω από το έδαφος (Εικόνα 7)(Loreto et al., 2014; 
Tholl, 2015).  
 
Εικόνα 7. Βιολογικές λειτουργίες των φυτικών τερπενοειδών (Tholl, 2015). 
1.3 Σαπωνίνες 
Τα τριτερπενοειδή, συμπεριλαμβανομένων των στεροειδών, είναι μια 
πολύ διαφοροποιημένη ομάδα φυσικών προϊόντων ευρέως διανεμημένων σε 
φυτά(Vincken et al., 2007). Τα φυτά συχνά συσσωρεύουν αυτές τις ενώσεις 
στη γλυκοζυλιωμένη τους μορφή - σαπωνίνη. Οι δύο κύριες κατηγορίες 
σαπωνινών είναι οι στεροειδείς και οι τριτερπενοειδείς σαπωνίνες. Και στις 
δύο κατηγορίες ο σκελετός του τμήματος αγλυκόνης προέρχεται από ένα 
γραμμικό πρόδρομο μόριο, που αποτελείται από 30 άτομα άνθρακα, το 2,3-
οξειδοσκουαλένιο. Κατά τη διάρκεια της βιοσύνθεσης το στεροειδές τμήμα 
αγλυκόνης χάνει τρεις ομάδες μεθυλίου και συνεπώς παράγει έναν σκελετό 
με 27 άτομα άνθρακα, ενώ το τριτερπενοειδές τμήμα αγλυκόνης διατηρεί και 
τα 30 άτομα άνθρακα στον σκελετό του. Μία ακόμη κατηγορία σαπωνινών 
μπορούν να θεωρηθούν τα στεροειδή γλυκοαλκαλοειδή τα οποία 
προκύπτουν από το ίδιο βιοχημικό μονοπάτι με τις στερόλες και περιέχουν 
ένα άτομο αζώτου ενσωματωμένο στον σκελετό αγλυκόνης(Augustin et al., 
2011; Friedman, 2006; Ginzberg et al., 2009; Itkin, 2014). Βιολογικά, οι 
φυτικές σαπωνίνες θεωρούνται αμυντικές ενώσεις έναντι παθογόνων 
μικροβίων και φυτοφάγων (Osbourn, 2010; Szakiel & Pa, 2011; Kuzina et al., ~ 18 ~ 
 
2009). Τα φυτά που περιέχουν σαπωνίνη προορίζονται για χρήση σε οικιακά 
απορρυπαντικά (‘’sapo’’ = σαπούνι)(Bruneton J, 1995). 
1.3.1 Βιοσύνθεση σαπωνινών 
Αφού οι OSCs κατασκευάσουν τον βασικό τριτερπενοειδή σκελετό, ο 
σκελετός τροποποιείται προς δημιουργία μιας υδρόφοβης αγλυκόνης που 
ονομάζεται σαπωγενίνη. Η πρώτη τροποποίηση αποτελεί την οξείδωση από την 
μονοοξυγενάση του κυτοχρώματος Ρ450 (P450), και αυτό το στάδιο επιτρέπει 
περαιτέρω τροποποιήσεις όπως την Ο-γλυκοζυλίωση(Kahn, R. A., and Durst, F., 
2000). Η γλυκοζυλίωση είναι απαραίτητη για τη βιοσύνθεση σαπωνινών 
(Εικόνα 8). Η γλυκοζυλίωση αυξάνει την υδατοδιαλυτότητα και αλλάζει τη 
βιολογική δραστικότητα του τριτερπενοειδούς. Οι εξαρτώμενες από το UDP  
γλυκοζυλ-τρανσφεράσες της διφωσφορικής ουριδίνης (UGTs) αναγνωρίζουν 
ένα ευρύ φάσμα φυσικών προϊόντων ως μόρια δέκτες. 
 
Εικόνα 8. Επισκόπηση της δομικής ποικιλομορφίας σαπωνινών (Moses et al., 2014). ~ 19 ~ 
 
1.3.2 Βιολογική δράση σαπωνινών 
Με βάση τις παρατηρήσεις των Glauert κ.α. (Glauert et al., 1962) 
προτάθηκε το πρώτο μοντέλο δράσης των σαπωνινών στις μεμβράνες (Εικόνα 
9). Σύμφωνα με αυτό το μοντέλο, αρχικά σχηματίζονται σύμπλοκα μεταξύ των 
σαπωνινών και των μορίων χοληστερόλης των μεμβρανών και στη συνέχεια 
αυτά τα σύμπλοκα ενώνονται σχηματίζοντας μια δομή που μοιάζει με 
μικυλλιακή οδηγώντας στον σχηματισμό ενός πόρου στην μεμβράνη. Τέτοιοι 
πόροι θα μπορούσαν να προκαλέσουν αύξηση στη διαπερατότητα της 
μεμβράνης που επιτρέπει από ιόντα και μακρομόρια μέχρι πρωτεΐνες να 
περάσουν από την μεμβρανική διπλοστοιβάδα. Αυτή η ικανότητα συχνά 
αναφέρεται ως ‘’αιμολυτική δράση των σαπωνινών’’ καθώς θεωρείται ότι 
αποτελεί την μοριακή βάση της ικανότητας των σαπωνινών να προκαλούν λύση 
των ερυθροκυττάρων στα θηλαστικά(Baumann et al., 2000; Chwalek et al., 
2006; Seeman & Cheng, 1973).   
 
Εικόνα 9. Δράση σαπωνινών στις βιολογικές μεμβράνες(Moses et al., 2014).  
Ακόμη αξίζουν να σημειωθούν οι αναφορές που έχουν καταγραφεί στη 
μυκητοκτόνο(Lee et al., 2011; Morrissey & Osbourn, 1999), 
αντιμικροβιακή(Avato et al., 2006; Sang et al., 2008), αλληλοπαθή(Waller, et al., 
1993) και εντομοκτόνο(Kuzina et al., 2009) δράση. Επιπρόσθετα, εμφανίζουν 
φαρμακολογικές ιδιότητες όπως αντιφλεγμονώδεις, αντικαρκινικές(Musende et 
al., 2009) και αντι-ιικές(Cinatl et al., 2003) στα ζώα.  
Επίσης, η ικανότητα των σαπωνινών να ενεργοποιούν το ανοσοποιητικό 
σύστημα τα καθιστά πιθανά ανοσοενισχυτικά. Ακόμη, οι σαπωνίνες μπορούν να 
ενεργοποιήσουν τα βοηθητικά Τ-λεμφοκύτταρα (Th1) και τα κυτταροτοξικά Τ-
λεμφοκύτταρα (CTLs)(Sun et al., 2009). Οι ικανότητες αυτές τα καθιστούν 
ιδανικά μόρια για χρήση σε εμβόλια κατά των παθογόνων αλλά και ενάντια στον 
καρκίνο(Moses et al., 2014). 
Χάρη στη χημική τους ιδιότητα να αποτελούν παράγοντες αφρισμού, οι 
σαπωνίνες έχουν αξιοποιηθεί από τη βιομηχανία ως πρόσθετα στα τρόφιμα και 
καλλυντικά. Θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν για περαιτέρω βιομηχανικές 
εφαρμογές, όπως συντηρητικά, τροποποιητές γεύσης και παράγοντες για την 
απομάκρυνση της χοληστερόλης από γαλακτοκομικά προϊόντα(Güçlü-Üstündag˘ 
& Mazza, 2007; Martín & Briones, 1999). 
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1.4 Το φυτό Medicago truncatula 
Το φυτό Medicago truncatula (Εικόνα 10) αποτελεί ένα ψυχανθές 
μοντέλο που ανήκει στην οικογένεια των Fabaceae και αποτελεί πλούσια πηγή 
πεντακυκλικών τριτερπενοειδών σαπωνινών τύπου oleanane (Huhman et al., 
2005). Το φυτό αυτό χρησιμοποιείται ευρέως για την μελέτη της βιοσύνθεσης 
των τριτερπενοειδών σαπωνινών(Gholami et al., 2014). Κατά συνέπεια, πολλές 
μελέτες σχετικά με τη σύνθεση μεταβολιτών του M. truncatula έχουν 
δημοσιευθεί την τελευταία δεκαετία χρησιμοποιώντας μεθόδους που βασίζονται 
σε LC-MS, αποκαλύπτοντας ένα πολύπλοκο μίγμα σαπωνινών σε διάφορους 
ιστούς(Sun et al., 2009).  
 
Εικόνα 10. Το φυτό Medicago truncatula (National Science Foundation). 
Κατά την διάρκεια της βιοσύνθεσης στερολών το 2,3-οξεοδοσκουαλένιο 
κυκλοποιείται σε κυκλοαρτενόλη από την CAS (Corey et al., 1993), ενώ κατά την 
βιοσύνθεση τριτερπενοειδών η κυκλοποίηση παράγει β-αμυρίνη. Για τη 
βιοσύνθεση σαπωνινών στο Medicago, το 2,3-οξειδοσκουαλένιο κυκλοποιείται 
προς την πεντακυκλικού σκελετού τύπου-oleanane β-αμυρίνη από την συνθάση 
της β-αμυρίνης (BAS). Αυτό το στάδιο αποτελεί το σημείο διακλάδωσης μεταξύ 
του πρωτογενούς και δευτερογενούς μεταβολισμού(Iturbe-Ormaetxe et al., 
2003; Suzuki et al., 2002). 
Η αυξημένη συσσώρευση σαπωνινών διαμεσολαβείται από αυξημένα 
επίπεδα μεταγραφής των αντίστοιχων γονιδίων βιοσύνθεσης σαπωνινών. Το 
ένζυμο κλειδί για την ρύθμιση του μονοπατιού είναι η αναγωγάση του 3- 
υδροξυ-3-μεθυλογλουταρυλο-CoA (HMGR) που καταλύει τον σχηματισμό του 
μεβαλονικού οξέος. Στο Medicago truncatula έχουν βρεθεί πέντε ισομορφές του 
ενζύμου αυτού(Kevei et al., 2007, Mertens et al., 2014). Ωστόσο, ένας άλλος 
ρυθμιστικός μηχανισμός, που λειτουργεί σε ένα μετα-μεταγραφικό επίπεδο, έχει 
πρόσφατα ανακαλυφθεί. Στο Μ. truncatula, η MAKIBISHI1 (MKB1), μία Ε3 
λιγάση της ουβικουιτίνης στοχεύει το ένζυμο HMGR και επάγει την 
αποικοδόμησή του.  Ακόμη, η ανταγωνιστική δράση δύο μονοοξυγενασών του 
κυτοχρώματος Ρ450  προκαλεί μια άλλη διακλάδωση στο μονοπάτι βιοσύνθεσης 
τριτερπενοειδών στο  Μ. truncatula και συνεπώς, οι τριτερπενοειδείς σαπωνίνες 
διακρίνονται σε δύο τάξεις: τις αιμολυτικές και μη αιμολυτικές(Mertens et al., 
2016).  
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Η μεταγραφική απόκριση σε παθογόνα ή φυτοφάρμακα ελέγχεται από 
ένα σύνθετο καταρράκτη σηματοδότησης στον οποίο το ιασμονικό οξύ (JA) 
παίζει καθοριστικό ρόλο. Ως εκ τούτου, στη θεραπεία των φυτών Medicago με JA, το JA μπορεί να μιμηθεί την επίθεση παθογόνων ή φυτοφαρμάκων. Κατά 
συνέπεια, η έκθεση καλλιεργειών Μ. truncatula σε ιασμονικό μεθυλεστέρα 
(MeJA) οδηγεί στη μεταγραφική ενεργοποίηση των γονιδίων που εμπλέκονται 
στη βιοσύνθεση των σαπωνινών(Chaudhary et al., 2015). 
 
1.4.1 Οι μεταγραφικοί παράγοντες επαγωγής της 
βιοσύνθεσης σαπωνινών, TSAR1 και TSAR2 
Ορμονικοί διεγέρτες, όπως το JA, ενεργοποιούν ένα σύνθετο κύκλωμα 
σηματοδότησης που οδηγεί στη συντονισμένη ενεργοποίηση συγκεκριμένων 
μεταβολικών οδών. Ωστόσο, για πολλά εξειδικευμένα μεταβολικά μονοπάτια, οι 
μεταγραφικοί παράγοντες που εμπλέκονται παραμένουν άγνωστοι(Mertens et 
al., 2016). O Mertens κ.α. στην προσπάθειά τους να βρουν μεταγραφικούς 
παράγοντες που συμμετέχουν στο μονοπάτι βιοσύνθεσης τριτερπενοειδών 
σαπωνινών, αναφέρονται σε δύο σχετικά ομόλογους παράγοντες μεταγραφής.   
Αναζητώντας πιθανούς μεταγραφικούς παράγοντες του μονοπατιού 
βιοσύνθεσης τριτερπενοειδών σαπωνινών στο M. truncatula έψαξαν στο M. 
truncatula Gene Expression Atlas για γονίδια που έχουν ίδιο προφίλ έκφρασης 
με τα γονίδια HMGR1 και MKB1, τα οποία όπως αναφέρθηκε συμμετέχουν στο 
μονοπάτι βιοσύνθεσης σαπωνινών και βρήκαν έξι πιθανούς μεταγραφικούς 
παράγοντες. Στην συνέχεια έλεγξαν εάν αυτοί οι μεταγραφικοί παράγοντες 
ενεργοποιούν το μονοπάτι μέσω παροδικής τους έκφρασης σε πρωτοπλάστες 
Nicotiana tabacum(Sutter et al., 2005). Τελικά, δύο μεταγραφικοί παράγοντες 
της βασικής δομής έλικα-στροφή-έλικα μπορούσαν να επάγουν την έκφραση 
της λουσιφεράσης (γονίδιο αναφοράς). Οι δύο μεταγραφικοί παράγοντες 
ονομάστηκαν ρυθμιστικοί ενεργοποιητές τριτερπενοειδών σαπωνινών (Triterpene Saponin Activation Regulators), TSAR1 και TSAR2.  Η trans-
ενεργοποίηση επιτυγχάνεται με άμεση σύνδεση των TSARs στο πλαίσιο Ν (Ν-
box) του υποκινητή του HMGR1(Mertens et al., 2016).  
Η υπερέκφραση TSAR1 ή TSAR2 σε hairy roots του M. truncatula είχε ως 
αποτέλεσμα αυξημένα επίπεδα μεταγραφής γνωστών γονιδίων που 
συμμετέχουν στην παραγωγή τριτερπενοειδών σαπωνινών και αύξησε έντονα 
τη συσσώρευση τριτερπενοειδών σαπωνινών. Η υπερέκφραση TSAR2 ενίσχυσε 
ειδικά τη βιοσύνθεση αιμολυτικών σαπωνινών, ενώ η υπερέκφραση TSAR1 
προκάλεσε κυρίως τη βιοσύνθεση μη-αιμολυτικών σαπωνινών. Και οι δύο TSARs 
ενεργοποίησαν όλα τα γονίδια του πρόδρομου μονοπατιού βιοσύνθεσης 
μεβαλονικού οξέος αλλά δεν επηρέασαν τα γονίδια που εμπλέκονται στη 
βιοσύνθεση στερολών, αποδεικνύοντας τον ειδικό ρόλο τους ως εξειδικευμένοι 
ρυθμιστές του μεταβολισμού τριτερπενίων στο Μ. truncatula(Mertens et al., 
2016). 
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Σκοπός Εργασίας 
Ο σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η διερεύνηση της ετερόλογης 
έκφρασης των μεταγραφικών παραγόντων TSAR1 και TSAR2 (Triterpenoid Saponin Activating Regulators 1,2) στο φυτό T. foenum-graecum. Η ετερόλογη 
αυτή έκφραση είναι πιθανό να επηρεάζει τη μεταγραφική δραστηριότητα 
γονιδίων που εμπλέκονται στο βιοσυνθετικό μονοπάτι των τριτερπενοειδών 
σαπωνινών, όπως έχει αποδειχθεί ήδη στο συγγενικό φυτό M. truncatula. Ο 
κύριος στόχος λοιπόν πίσω από την υπερέκφραση των TSAR1 και TSAR2 είναι 
να απαντηθεί το ερώτημα αν ο ρυθμιστικός μηχανισμός αυτού του 
βιοσυνθετικού μονοπατιού είναι συντηρημένος μεταξύ αυτών των φυτών.  
Επιπρόσθετα, η φαρμακευτική αξία των στεροειδών σαπωνινών που 
παράγονται από το T. foenum-graecum καθιστά απαραίτητη την μελέτη των 
γονιδίων που συμμετέχουν στο μονοπάτι, με στόχο την κατανόηση της ρύθμισής 
του και την τροποποίησή του, ώστε τελικά να είναι δυνατή η αύξηση 
παραγωγής των ενεργών αυτών ουσιών. Αν και στη βιβλιογραφία δεν υπάρχουν 
αρκετά δεδομένα για το γονιδίωμα του T. foenum-graecum, μέσω της ετερόλογης 
έκφρασης των TSARs θα έχουμε μία πρώτη εικόνα για το αν στο φυτό αυτό, 
παρόμοια με το M. truncatula, οι μεταγραφικοί αυτοί παράγοντες μπορούν να 
ενεργοποιήσουν το πρώτο στάδιο-κλειδί του μονοπατιού (γονίδιο HMGR), αλλά 
και ποια είναι η επίδρασή τους όταν το μονοπάτι διακλαδίζεται προς παραγωγή 











~ 23 ~ 
 
2. Υλικά και Μέθοδοι 
2.1 Μετασχηματισμός φυτού Τ. foenum – graecum hairy roots 
Ο μετασχηματισμός hairy roots στο φυτό Τ. foenum – graecum 
πραγματοποιήθηκε και περιγράφεται λεπτομερώς στην πτυχιακή εργασία της 
Γεωργοπούλου Μαρίας – Ελένης (Ανάπτυξη πρωτοκόλλου για τον 
μετασχηματισμό του φυτού Trigonella foenum – graecum, ΤΒΒ-ΠΘ, 2018) με 
μόλυνση των φυτών με το στέλεχος ARQUA1 του Agrobacterium rhizogenes  
μετασχηματισμένο με τον φορέα pUB - TSAR1,2 - Hyg(Φωτεινή Δημάκου - 
πτυχιακή BSc, ΤΒΒ-ΠΘ, 2017 ; Maekawa et al., 2008). O φορέας αυτός, στο T-DNA περιέχει το ένθεμα που φαίνεται στην Εικόνα 11, όπου ανάμεσα στο δεξί 
και αριστερό συνοριακό περιέχονται οι κωδικές αλληλουχίες των MtTSAR1,2 
γονιδίων υπό τη ρύθμιση του υποκινητή του γονιδίου της ουβικουιτίνης του 
φυτού Lotus japonicus, και το γονίδιο ανθεκτικότητας στην υγρομυκίνη ως 
γονίδιο επιλογής. Τα φυτά - μάρτυρες  μετασχηματίστηκαν με τον άδειο φορέα 
pUB - GW – Hyg(Maekawa et al., 2008). 
 
Εικόνα 11. Απλοποιημένο σχεδιάγραμμα του T-DNA που χρησιμοποιήθηκε για την 
κατασκευή φορέα. Ανάμεσα στο δεξί συνοριακό (RB) και στο αριστερό (LB) περιέχονται 
ο υποκινητής του γονιδίου της ουβικουιτίνης (LjUbq1pr), οι κωδικές αλληλουχίες των 
γονιδίων TSAR1 και TSAR2 και το γονίδιο ανθεκτικότητας στην υγρομυκίνη (HygR) με 
τον υποκινητή και την τερματική αλληλουχία του 35S. 
 
2.2 Απομόνωση DNA με τη χρήση διαλύματος CTAB  
 Λειοτρίβηση του ιστού σε υγρό άζωτο 
 Προσθήκη σε κάθε δείγμα 100μl CTAB ρυθμιστικό διάλυμα 
(προθερμασμένο στους 65οC) και 1μl μερκαπτοαιθανόλης και επώαση 
για 15 λεπτά στους 65οC  
 Προσθήκη 150μl χλωροφόρμιο - ισοαμυλική αλκοόλη (1:25 v/v) και 
ανάμιξη με vortex  
 Φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στα 17,000g  
 Μεταφορά υδατικής φάσης σε νέο σωληνάριο και προσθήκη 0,7 όγκων 
ισοπροπανόλης 
 Ήπια ανάδευση και επώαση για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου 
 Φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στα 17,000g 
 Αφαίρεση υπερκειμένου και προσθήκη 500μl παγωμένης αιθανόλης 
 Φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στα 17,000g 
 Αφαίρεση υπερκειμένου και επαναδιάλυση σε 15μl ddH2O και RΝάση 
(1μl RNάση σε 50μl ddH2O) 
 Επώαση 10 λεπτά στον πάγο ~ 24 ~ 
 
 Vortex και quick spin για 10 δευτερόλεπτα 
 
2.3 PCR (Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης) 
Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης είναι μια in vitro μέθοδος που 
χρησιμοποιείται για την ενίσχυση  μίας αλληλουχίας DNA, μέσω 
της ενζυμικής αναπαραγωγής του DNA με ταυτόχρονη επέκταση των δύο 
συμπληρωματικών αλυσίδων. Τα βασικά συστατικά για τη διενέργεια της 
αντίδρασης PCR είναι:   
 Θερμοανθεκτική Πολυμεράση του DNA 
 Ζεύγος ολιγονουκλεοτιδικών εκκινητών, συμπληρωματικών προς την 
αλληλουχία προς ενίσχυση  
 Δίκλωνη  αλληλουχία - στόχος 
  Ρυθμιστικό διάλυμα της αντίδρασης και ιόντα Mg+2 
 Τριφωσφορικά Δεοξυριβονουκλεοτίδια (dNTPs)  
Η αντίδραση PCR πραγματοποιείται σε τρία στάδια, τα οποία 
επαναλαμβάνονται διαδοχικά (Εικόνα 12): 
 
 
Εικόνα 12. Τα στάδια της αντίδρασης PCR 
  Αποδιάταξη: Οι δύο αλυσίδες του DNA διαχωρίζονται με θέρμανση σε 
θερμοκρασία 94-95° C για περίπου 30 sec έως 1 min.   
Υβριδισμός εκκινητών: Με μείωση της θερμοκρασίας στους 55-65°C για 
περίπου 30 sec έως 1 min, οι εκκινητές υβριδίζονται στις συμπληρωματικές τους 
αλληλουχίες στο εκμαγείο DNA.   
Επιμήκυνση: Για τη σύνθεση της νέας αλυσίδας αυξάνουμε τη θερμοκρασία 
στους 72° C, τη βέλτιστη θερμοκρασία δράσης της Taq πολυμεράσης. Η 
πολυμεράση επιμηκύνει τους εκκιννητές εισάγοντας τριφωσφορικά 
δεοξυριβονουκλεοτίδια (Deoxynucleotide triphosphates, dNTPs) 
χρησιμοποιώντας τη συμπληρωματική αλληλουχία DNA ως εκμαγείο. Η 
ταχύτητα σύνθεσης της νέας αλυσίδας είναι της τάξης των 1000 bp ανά λεπτό. 
Τα παραπάνω στάδια επαναλαμβάνονται από 25 έως 35 φορές. Η PCR 
εκτελείται στον θερμικό κυκλοποιητή (Thermal cycler), συσκευή που φέρει 
θερμαινόμενη πλάκα που μπορεί να εναλλάσσει θερμοκρασίες με ταχύτητα και 
ακρίβεια. ~ 25 ~ 
 
 
Στην περίπτωση αυτή, ενισχύθηκε ένα τμήμα του 35S υποκινητή του 
γονιδίου της υγρομυκίνης (γονίδιο επιλογής). Η PCR έγινε με πολυμεράση Taq 
της Kapa Biosystems. Οι αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν 
αναγράφονται στο Παράρτημα.  
Πίνακας 1. Τα αντιδραστήρια και οι συγκεντρώσεις τους στον τελικό όγκο των 20 μl. 
Αντιδραστήρια PCR 20μl αντίδραση Τελική συγκέντρωση 
10x KapaTaq Buffer με Mg+2 2μl 1x 
dNTPs (10mM) 0.4μl 200μΜ 
Forward εκκινητής (10μM) 0.4μl 0.2μM 
Reverse εκκινητής (10μM) 0.4μl 0.2μM 
Εκμαγείο DNA 1μl  
ΚapaTaq® (5U/μl) 0.08μl 1U per 50 μl 
ddH2O 15.72μl   
Το πρόγραμμα θερμοκυκλοποίησης φαίνεται στον παρακάτω πίνακα και 
επαναλήφθηκε για 35 κύκλους:  
Πίνακας 2. Συνθήκες διεξαγωγής της αντίδρασης στο θερμικό κυκλοποιητή. 
Συνθήκες ενίσχυσης Θερμοκρασία [ΟC] Χρόνος 
Αρχική αποδιάταξη 95 2min 
Αποδιάταξη 95 30sec 
Υβριδοποίηση 54 30sec 
Επιμήκυνση 72 30sec 
Τελική επιμήκυνση 72 2min 
 4 ∞  
 
2.4 Απομόνωση RNA από τις ρίζες του φυτού Τ. foenum – 
graecum με χρήση LiCl(Brusslan & Tobin, 1992)  
 Λειοτρίβηση του ιστού σε υγρό άζωτο και μεταφορά ~0.2g σκόνης σε 
σωληνάριο  
 Προσθήκη 300μl extraction διάλυμα και 300μl διαλύματος PIC 
 Ανάμιξη με vortex για 30 δευτερόλεπτα 
 Φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στα 17,000g στους 4ΟC ή σε θερμοκρασία 
δωματίου 
 Προσεκτική μεταφορά υδατικής φάσης σε νέο σωληνάριο και προσθήκη 
300μl διαλύματος PIC 
 Ανάμιξη με vortex για 30 δευτερόλεπτα ~ 26 ~ 
 
 Φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στα 17,000g στους 4ΟC ή σε θερμοκρασία 
δωματίου 
 Προσεκτική μεταφορά υδατικής φάσης, η οποία περιέχει το DNA και RNA 
σε νέο σωληνάριο. Το DNA και RNA κατακρημνίζεται με την προσθήκη 
20μl 3Μ οξικού νατρίου και 200μl ισοπροπανόλης (αναλογία όγκων 
0.1:1) 
 Φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στα 17,000g στους 4ΟC ή σε θερμοκρασία 
δωματίου 
 Αφαίρεση του υπερκειμένου 
 Αφαίρεση DNA με καθίζηση LiCl. Επαναδιάλυση ιζήματος σε 562.5μL 
10Τ/10E και 87.5μL 8M LiCl και επώαση overnight στους -4ΟC 
 Φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στα 17,000g στους 4ΟC ή σε θερμοκρασία 
δωματίου 
 Αφαίρεση του υπερκειμένου 
 Επαναδιάλυση ιζήματος σε 300μL 70% αιθανόλη 
 Φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στα 11,000g στους 4ΟC ή σε θερμοκρασία 
δωματίου 
 Επώαση στον πάγκο εργασίας με σκοπό την πλήρη εξάτμιση της 
αιθανόλης και επαναδιάλυση σε 20μL ddH2O   
2.5 Απομάκρυνση γονιδιωματικού DNA από RNA   
Για την απομάκρυνση υπολειμματικού DNA από το RNA, 
χρησιμοποιήθηκε η Δεοξυριβονουκλεάση Ι (DNase Ι®) της Invitrogen στις 
ποσότητες που φαίνονται στον Πίνακα 3 : 
Πίνακας 3. . Τα αντιδραστήρια στον τελικό όγκο των 10 μl. 
Σε PCR σωληνάρια: VΤΕΛ = 10μL 
10x DNase I Reaction Buffer 1 μL 
DNase I 1 μL 
RiboLock RNase Inhibitor (40U/L) 0.5 μL 
RNA Sample 4.5 μL 
ddH2O 3 μL  
Το πρόγραμμα θερμοκυκλοποίησης φαίνεται στον παρακάτω πίνακα:  
Πίνακας 4. Συνθήκες διεξαγωγής της αντίδρασης στο θερμικό κυκλοποιητή. 
Θερμοκρασία [OC] Χρόνος 37 30min 
65 10min  
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Παύση του προγράμματος μετά τα 30 λεπτά της δράσης του ενζύμου 
στους 37 OC, μεταφορά δειγμάτων στον πάγο  και προσθήκη 1μL 50mM EDTA 
για τερματισμό της αντίδρασης και συνέχεια του προγράμματος στους 65 OC για 
10 λεπτά με σκοπό την αναστολή της δράσης του ενζύμου.    
2.6 Ποσοτικοποίηση DNA και RNA με χρήση Qubit® H Qubit® της Invitrogen αποτελεί μέθοδος φθοριομετρικής ποσοτικοποίησης DNA, RNA ή πρωτεϊνών με τη χρήση κάθε φορά διαφορετικών kit, όπου 
περιέχονται 2 Qubit® standards για σχηματισμό πρότυπης καμπύλης, το Qubit® Reagent και Qubit® Buffer για δημιουργία του Qubit® Working Solution. Οι 




Εικόνα 13. Η διαδικασία ποσοτικοποίησης DNA, RNA με τη μέθοδο Qubit® 
 
 
2.7 Σχετική Real Time-PCR (RT-qPCR) Luna® 
Εκτελείται σε εξειδικευμένα μηχανήματα (θερμικοί κυκλοποιητές 
πραγματικού χρόνου), εξοπλισμένα με ένα πολύπλοκο σύστημα κατόπτρων και 
φίλτρων που ποσοτικοποιούν τον φθορισμό που εκπέμπεται από φθορίζουσα 
χρωστική, καθώς αυτή ενσωματώνεται στα προϊόντα της PCR. Τα δεδομένα 
συλλέγονται όταν η αντίδραση είναι ακόμη στη φάση της εκθετικής αύξησης. Η 
σημαντικότερη παράμετρος για την ποσοτικοποίηση είναι η τιμή Ct, που 
αντιστοιχεί στον κύκλο κατά τον οποίο ο φθορισμός των προϊόντων της PCR 
ξεπερνά το βασικό επίπεδο και φτάνει σε συγκεκριμένο ουδό - κατώφλι ~ 28 ~ 
 
(threshold), όπως φαίνεται στην Εικόνα 14. Η κανονικοποίηση με σκοπό την 
σχετική ποσοτικοποίηση του γονιδίου που μελετάται πραγματοποιείται με τη 
χρήση ενδογενούς γονιδίου, το είναι ιδιοσύστατα εκφραζόμενο, δηλαδή ανήκει 
στα γονίδια που είναι απαραίτητα για την κυτταρική λειτουργία και εκφράζεται 
σε όλους τους ιστούς, σε όλα τα αναπτυξιακά στάδια και κάτω από οποιαδήποτε 
περιβαλλοντική συνθήκη.   
 
Εικόνα 14. Γραφική παράσταση της καμπύλης της αντίδρασης της RT-qPCR Luna®. Η 
οριζόντια γραμμή δείχνει το κατώφλι (threshold) στο οποίο ο φθορισμός των 
προϊόντων της PCR αρχίζει να ξεχωρίζει από το βασικό επίπεδο (baseline). Ο κύκλος 
στον οποίο συμβαίνει αυτό αποδίδεται με την τιμή Ct , που αντιστοιχεί στον κύκλο κατά 
τον οποίο ο φθορισμός ξεπερνά το κατώφλι ανίχνευσης.  
Οι μη ειδικές φθορίζουσες χρωστικές, όπως το SYBR Green I, 
παρουσιάζουν ελάχιστο ή μηδενικό φθορισμό όταν είναι ελεύθερες στο διάλυμα 
και φθορίζουν όταν ενσωματώνονται στη μικρή αύλακα των δίκλωνων μορίων 
DNA. Κατά την σχετική RT-qPCR πραγματοποιείται μέτρηση φθορισμού σε κάθε 
κύκλο μετά το τέλος της επιμήκυνσης των μορίων DNA. Όσο περισσότερα 
δίκλωνα PCR προϊόντα παράγονται τόσο περισσότερο αυξάνει ο φθορισμός που 
καταγράφεται από το μηχάνημα(Winer et al., 1999). 
 
Εικόνα 15. Μη ειδικές φθορίζουσες χρωστικές. Οι μη ειδικές φθορίζουσες χρωστικές, με 
γνωστότερη το SYBR Green I, ενσωματώνονται στο δίκλωνο μόριο dsDNA καθώς αυτό 
συντίθεται και φθορίζουν μόνο όταν είναι συνδεδεμένες. ~ 29 ~ 
 
 Αυτό που διαφοροποιεί μια απλή qPCR από την Luna® Universal One-
Step RT-qPCR είναι ότι πραγματοποιείται αντίστροφη μεταγραφή (άρα 
σύνθεση cDNA) στην ίδια αντίδραση πριν ξεκινήσει η ενίσχυση του τμήματος, 
απαλλάσσοντας έτσι από τη διαδικασία δημιουργίας cDNA σε προηγούμενο 
ξεχωριστό στάδιο. 
Η αντίδραση περιλαμβάνει τα εξής: 
Πίνακας 5. Τα αντιδραστήρια στον τελικό όγκο των 10 μl. 
Αντιδραστήρια RT-qPCR Luna® 10μL αντίδραση Τελική 
Συγκέντρωση 
Luna® Universal One-Step Reaction 
Mix (2x) 
5μL 1x 
Luna® WarmStart® RT Enzyme Mix 
(20x) 
0.5μL 1x 
Forward εκκινητής (10μM) 0.4μL 0.4μM 
Reverse εκκινητής(10μM) 0.4μL 0.4μM 
Εκμαγείο RNA 1μL ≤ 1μg 
Nucleasee-free Water 2.7μL   
Το πρόγραμμα θερμοκυκλοποίησης φαίνεται στον παρακάτω πίνακα και 
επαναλήφθηκε για 40 κύκλους: 
Πίνακας 6. Συνθήκες διεξαγωγής της αντίδρασης στο θερμικό κυκλοποιητή. 
Συνθήκες ενίσχυσης Θερμοκρασία [ΟC] Χρόνος 
Αντίστροφη Μεταγραφή 55 10min 
Αρχική αποδιάταξη 95 1min 
Αποδιάταξη 95 10sec 
Επιμήκυνση 60 30sec 
Melt Curve 65 μέχρι 95  Προσαύξηση 0.5C για 0:05 
 
 Οι αλληλουχίες των εκκινητών των γονιδίων που ελέγχθηκαν αναγράφονται 
στο Παράρτημα. Το ενδογενές γονίδιο που χρησιμοποιήθηκε με σκοπό την 
κανονικοποίηση της έκφρασης ήταν το γονίδιο του παράγοντα επιμήκυνσης 1-α (EF1-α). Η ανάλυση δεδομένων έγινε σύμφωνα με την μέθοδο ΔΔCt, με όλα τα 
δεδομένα να εκφράζονται ως μέσος όρος ± SD (standard deviation- τυπική 
απόκλιση) μετά την κανονικοποίηση(Livak & Schmittgen, 2001). 
2.8 Εκχύλιση σαπωνινών 
 Λειοτρίβηση ιστού και μεταφορά ~100mg σκόνης σε σωληνάριο ~ 30 ~ 
 
 Προσθήκη 300μL διαλύτη 80% MeOH :1% φορμικό οξύ : 19% dH2O  (w/v)(αναλογία βάρους ιστού-όγκος διαλύτη 1mg:3μL) 
 Ανάμιξη με vortex για 30 δευτερόλεπτα 
 Περαιτέρω διάσπαση ιστών/κυττάρων με υπερήχους (sonication) για 20 
λεπτά 
 Φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στα 20,000g στους 4OC  
 Μεταφορά υπερκειμένου σε νέο σωληνάριο 
 Φιλτράρισμα (φίλτρα με διάμετρο πόρου 0.22μm) και μεταφορά σε LC 
φιαλίδιο 
 Speed – vac για εξάτμιση του διαλύτη 
Στη συνέχεια, σε κάθε φιαλίδιο προστέθηκαν 100μL MeOH για την 
επαναδιαλυτοποίηση του δείγματος με σκοπό την εκτέλεση 
Χρωματογραφίας λεπτής στιβάδας και καθοδικών τεχνικών μεταβολικής 
ανάλυσης (metabolite profiling).  
2.9 Χρωματογραφία Λεπτής Στιβάδας (TLC) 
Η χρωματογραφία είναι μια διαχωριστική τεχνική που χρησιμοποιείται 
για τον διαχωρισμό, τον καθαρισμό και την ταυτοποίηση πολλών χημικών 
ουσιών κυρίως οργανικού και βιολογικού ενδιαφέροντος. Σε όλες τις 
χρωματογραφικές τεχνικές διακρίνονται 2 φάσεις, η στατική φάση πάνω στην 
οποία συγκρατούνται τα προς διαχωρισμό συστατικά και η κινούμενη φάση με 
την οποία επιτυγχάνεται η μετατόπιση των συστατικών πάνω στην στατική 
φάση(Stahl, 2014).  
Η Χρωματογραφία Λεπτής Στιβάδας ή TLC (Thin Layer Chromatography), 
ανήκει στην κατηγορία της χρωματογραφίας προσρόφησης, όπου η στατική 
φάση είναι ένα στερεό προσροφητικό και η κινητή φάση υγρό, με το 
χαρακτηριστικό οι πιο πολικές ουσίες να μετακινούνται γρηγορότερα από τις 
λιγότερο πολικές. Τα χρησιμοποιούμενα προσροφητικά είναι λεπτότατα με 
αντιπροσωπευτική διάμετρο κόκκων ~40Å και αναμιγνύονται με γύψο.    
Η ταχύτητα με την οποία μετακινούνται οι ουσίες στην TLC είναι 
ανάλογη της πολικότητας του διαλύτη και αντιστρόφως ανάλογη της 
δραστικότητας των χρησιμοποιούμενων προσροφητικών. Προκειμένου να 
συγκρίνουμε τα χρωματογραφήματα TLC δύο άγνωστων ουσιών με σκοπό την 
ταυτοποίησή τους, ορίζουμε τον συντελεστή επιβράδυνσης Rf (Retention factor) 
σαν το λόγο της απόστασης Υ που διήνυσε η ουσία προς την απόσταση Χ που 
διήνυσε ο διαλύτης. Παρόλο που για κάθε ένωση ο Rf είναι σταθερός με τη 
φυσική σημασία του όρου, πρέπει να γίνει αντιληπτό ότι η τιμή του εξαρτάται 
από το είδος και το πάχος του προσροφητικού, τη θερμοκρασία, το είδος του 
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διαλύτη, ακόμη και από το βαθμό κορεσμού της ατμόσφαιρας του θαλάμου 
ανάπτυξης (Stochmal et al., 2008).   
Το προσροφητικό που χρησιμοποιήθηκε ήταν το διοξείδιο του πυριτίου SiO2 (Sigma-Aldrich® TLC silica gel plates), που αποτέλεσε την στατική φάση και 
ως κινούμενη φάση χρησιμοποιήθηκε ο διαλύτης χλωροφόρμιο : μεθανόλη : 
απεσταγμένο νερό (CHCl3:MeOH:dH2O) σε αναλογία 70:44:10 (v/v)  και ο 
διαλύτης MeOH. Τα εκχυλίσματα επαναδιαλύθηκαν σε 100μL MeOH και 
φορτώθηκαν στο TLC plate με χρήση σύριγγας μικρολίτρων Hamilton. Η 
εμφάνιση του χρωματογραφήματος έγινε με ψεκασμό της πλάκας με το διάλυμα 
Οξικό οξύ : Θειϊκό οξύ : p-Ανισαλδεΰδη (CH3COOH:H2SO4:C8H8O2) σε αναλογία 
96:2:2 και θέρμανση στους 110-150OC το οποίο καταστρέφει τις ενώσεις του 
μίγματος. Σχεδόν όλες οι οργανικές ουσίες εκτός των κορεσμένων 
υδρογονανθράκων, απανθρακώνονται και γίνονται έτσι ορατές (Waksmundzka-Hajnos et al., 2008).  
 
 
Εικόνα 16. Χρωματογραφία λεπτής στιβάδας. (α) Κηλίδωση πλάκας (β) Ανάπτυξη 
χρωματογραφήματος (γ) Δοκιμή έυρεσης του κατάλληλου διαλύτη (δ) Προσδιορισμός 
του Rf   
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3. Αποτελέσματα 
3.1 Επιβεβαίωση του μετασχηματισμού hairy roots σε 
φυτά Τrigonella foenun-graecum 
Από τις 3 ομάδες φυτών που μολύνθηκαν με αγροβακτήριο (φυτά 
μολυσμένα με κατασκευές υπερέκφρασης TSAR1, TSAR2 και φυτά μάρτυρες με 
μη ανασυνδυασμένο pUBI, δηλαδή χωρίς να περιέχουν καμία από τις κωδικές 
αλληλουχίες των γονιδίων TSAR1, TSAR2) έγινε δειγματοληψία ριζών φυτών 
ηλικίας 40 ημερών. Για τους αρνητικούς μάρτυρες μη-μετασχηματισμένου ιστού (WT1, 2, 3, 4) έγινε δειγματοληψία φύλλων, εφόσον με το πρωτόκολλο hairy roots, ο βλαστός και τα φύλλα δεν μετασχηματίζονται. Από αυτούς τους  ιστούς 
απομονώθηκε DNA με την μέθοδο CTAB. Στη συνέχεια διεξήχθη PCR στα 
δείγματα αυτά με στόχο την αναγνώριση των μετασχηματισμένων φυτών, 
χρησιμοποιώντας εκκινητές ειδικούς για τον υποκινητή CaMV 35S που ελέγχει 
την έκφραση του γονιδίου επιλογής. Τα προϊόντα της PCR φορτώθηκαν σε 
πηκτή αγαρόζης περιεκτικότητας 1%, όπως φαίνεται στις εικόνες που 
ακολουθούν (Εικόνες 17, 18, 19). Μέσω της PCR επιβεβαιώθηκε ο 
μετασχηματισμός των φυτών τα οποία έδωσαν προϊόν ίδιο με το θετικό 
μάρτυρα (+, άδειο απομονωμένο φορέα pUB-GW-Hyg), το οποίο δεν 
ανιχνεύθηκε στο no-template κοντρόλ (ntc), ούτε σε αγρίου τύπου ιστούς (-, 
WT). Η παρουσία της ζώνης προϊόντος στις 450bp περίπου υποδηλώνει την 
ύπαρξη του υποκινητή CaMV 35S, κατ’ επέκταση και την ύπαρξη των κωδικών 
αλληλουχιών των γονιδίων TSAR1, TSAR2 και συνεπώς την επιτυχία του 
μετασχηματισμού με την κατασκευή Τ-DNA.   
 
Εικόνα 17. Ηλεκτροφόρηση προϊόντων PCR ανίχνευσης T-DNA. Δείγματα TSAR1 1-8 (1-1, 
1-2, κ.λπ., pUB-TSAR1-Hyg), δείγματα pUBΙ 1-8 (p1, p2, κ.λπ., μη ανασυνδυασμένο pUBI), 
θετικός μάρτυρας (+, pUB-GW-Hyg), αρνητικός μάρτυρας (-, WT1) και no-template 
μάρτυρας (ntc). Τα συγκεκριμένα πηγαδάκια ήταν ρηχά και για το λόγο αυτό κατά το 




Ladder     1-1           1-2          1-3           1-4  1-5  1-6  1-7           1-8            Ladder  p1             p2    p3   p4    p5   p6   p7   p8       +      -     ntc 





Εικόνα 18. Ηλεκτροφόρηση προϊόντων PCR ανίχνευσης T-DNA. Δείγματα TSAR1 9-24 (1-
9, 1-10, κ.λπ., pUB-TSAR1-Hyg), δείγματα pUBΙ 9-16 (p9, p10, κ.λπ., μη ανασυνδυασμένο 
pUBI), θετικός μάρτυρας (+, pUB-GW-Hyg), αρνητικός μάρτυρας (-, WT2 και WT3 





Εικόνα 19. Ηλεκτροφόρηση προϊόντων PCR ανίχνευσης T-DNA. Δείγματα TSAR1 25-34 
(1-25, 1-26, κ.λπ., pUB-TSAR1-Hyg), δείγματα TSAR2 1-38 (2-1, 2-2, κ.λπ., pUB-TSAR2-
Hyg), δείγματα pUBΙ 25-29 (p25, p26, κ.λπ., μη ανασυνδυασμένο pUBI), θετικός 
μάρτυρας (+, pUB-GW-Hyg), αρνητικός μάρτυρας (-, WT4) και no-template μάρτυρας 
(ntc). 
Στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 7) φαίνεται ο αριθμός των φυτών που 
ελέγχθηκαν για την παρουσία του 35S υποκινητή (και άρα του T-DNA) και ο 
συνολικός αριθμός των φυτών που ήταν τελικά μετασχηματισμένα με κάθε 
κατασκευή. Από τα αποτελέσματα αυτά είναι προφανές ότι, από τα 34 δείγματα 
που μολύνθηκαν με το μετασχηματισμένο με Τ-DNA που περιέχει το TSAR1 A. 
rhizogenes, στα 28 ήταν επιτυχής ο μετασχηματισμός, εφόσον σε αυτά ήταν 
θετική η PCR. Αντίστοιχα, από τα 38 δείγματα που μολύνθηκαν με το 
μετασχηματισμένο με Τ-DNA που περιέχει το άδειο A. rhizogenes, στα 36 ήταν 
επιτυχής ο μετασχηματισμός και από τα 29 δείγματα που μολύνθηκαν με το 
                  Ladder 1-9   1-10   1-11  1-12 1-13 1-14  1-15  1-16    p9    p10   p11   p12    p13   p14   p15    p16      +         -      ntc 
                  Ladder  1-17  1-18   1-19   1-20    1-21   1-22    1-23   1-24     p17     p18     p19     p20     p21     p22     p23     p24        +        -       ntc 
                Ladder   1-25 1-26  1-27  1-28 1-29  1-30  1-31 1-32  1-33 1-34    p25   p26   p27   p28   p29      +        -       ntc  
                Ladder   2-1    2-2    2-3    2-4     2-5   2-6    2-7    2-8     2-9   2-10  2-11  2-12  2-13  2-14 2-15  2-16  2-17 2-18  2-19 
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μετασχηματισμένο με μη ανασυνδυασμένο Τ-DNA A. rhizogenes, στα 21 
ανιχνεύτηκε ζώνη προϊόντος από την PCR. 
 
Πίνακας 7. Τα δείγματα ελέγχθηκαν για την παρουσία του 35S υποκινιτή του γονιδίου 








φυτών (θετικά στην PCR) 
Ποσοστό 
μετασχηματισμού 
TSAR1 34 28 82.3% 
TSAR2 38 36 94.7% 
pUBI control 29 21 72.4% 
  
3.2 Απομόνωση RNA από τις ρίζες του φυτού Τrigonella 
foenun-graecum 
Με βάση τις PCR που πραγματοποιήθηκαν προηγουμένως, επιλέχθηκαν 
τα μετασχηματισμένα φυτά, στα οποία και ακολούθησε λειοτρίβηση, 
απομόνωση RNA και απομάκρυνση του γονιδιωματικού DNA με χρήση DNάσης. Η ποσοτικοποίηση του RNA που απομονώθηκε επιτελέστηκε με την 
φθορισμομετρική μέθοδο Qubit. Στην παρακάτω εικόνα (Εικόνα 20), 
παρουσιάζεται μια ενδεικτική πηκτή αγαρόζης περιεκτικότητας 0.8%, όπου 
απεικονίζεται η ύπαρξη γενωμικού DNA (πριν τη χρήση DNάσης), καθώς και η 
παρουσία των 28S, 18S και 5S ριβοσωμικού RNA.  
 
Εικόνα 20. Πηκτή αγαρόζης 0.8% με ενδεικτικά κάποια δείγματα μετά την απομόνωση 
RNA. Η επιτυχής απομόνωση RNA φαίνεται από την ορατότητα των 2 ζωνών στις 3kb 
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3.3 Πειράματα σχετικής RT-PCR  (RT-qPCR) 
Για την ανάλυση διαφορών στη μεταγραφική δραστηριότητα των 
μετασχηματισμένων φυτών Trigonella foenum-graecum πραγματοποιήθηκε PCR 
πραγματικού χρόνου, για ανίχνευση και σχετική ποσοτικοποίηση της έκφρασης 
μεταγράφων με χρήση εκκινητών κατάλληλων εκκινητών. Αρχικά, ελέγχθηκαν 
τα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων TSAR1, TSAR2 στα επιβεβαιωμένα από την 
προηγούμενη PCR μετασχηματισμένα φυτά για την επαλήθευση υπερέκφρασης 
των γονιδίων αυτών. Στην συνέχεια, προκειμένου να ελεγχθεί η επίδραση της 
ετερόλογης έκφρασης TSAR, εξετάστηκαν με qPCR τα πιο αντιπροσωπευτικά 
γονίδια που συμμετέχουν στο μονοπάτι του μεβαλονικού οξέος, 2 γονίδια-
κλειδιά, με το 1ο να αφορά την πρώιμη ρύθμιση του μονοπατιού βιοσύνθεσης 
τριτερπενίων και στερολών (HMGR) και το 2ο την κατεύθυνση του μονοπατιού 
προς παραγωγή κυκλοαρτενόλης και στη συνέχεια άλλων στερολών (CAS). 
Το ενδογενές γονίδιο που χρησιμοποιήθηκε με σκοπό την 
κανονικοποίηση της έκφρασης των γονιδίων-στόχων ήταν το γονίδιο του 
παράγοντα επιμήκυνσης της μετάφρασης 1-α (EF1-α)(Wang et al., 2012). Το 
γονίδιο αυτό είναι ιδιοσύστατα εκφραζόμενο, δηλαδή ανήκει στα γονίδια που 
είναι απαραίτητα για την κυτταρική λειτουργία και εκφράζεται σε όλους τους 
ιστούς, σε όλα τα αναπτυξιακά στάδια και κάτω από οποιαδήποτε 
περιβαλλοντική συνθήκη. Με αυτόν τον τρόπο μπορεί να αποτελέσει δείκτη της 
ποσότητας του συνολικού RNA/cDNA που υπάρχει σε κάθε δείγμα(Mandel et al., 
1995).   
Επειδή η θέση ένθεσης του T-DNA από το Α. rhizogenes στο T. foenum-
graecum δεν μπορεί να προβλεφθεί, αρχικά μελετήθηκε η έκφραση των 
γονιδίων TSAR1 και TSAR2 στα μετασχηματισμένα φυτά ώστε να βρεθούν οι 
σειρές στις οποίες οι κατασκευές είχαν εισαχθεί σε ενεργά μεταγραφικές 
περιοχές με αποτέλεσμα τα γονίδια αυτά να εκφράζονται.   
Στις Εικόνες 21 και 22 φαίνεται η σχετική έκφραση των γονιδίων TSAR1 
και TSAR2 σε 11 και 7 σειρές αντίστοιχα σε σύγκριση με φυτά μάρτυρες pUBI. 
Από τα 11 δείγματα TSAR1, στα δείγματα 6, 11, 14, 16, 20, 24, 26, 30 φαίνεται 
ξεκάθαρα η έκφραση του γονιδίου TSAR1. Παρόμοια, από τα δείγματα TSAR2, 
στα 16, 17, 21 είναι διακριτή η έκφραση του γονιδίου TSAR2. Αντιθέτως, όπως 
αναμένεται, τα δείγματα μάρτυρες pUBI που είναι μετασχηματισμένα με T-DNA 
από το οποίο απουσιάζει η κωδική αλληλουχία των μεταγραφικών παραγόντων, 
παρουσιάζουν μηδενική σχετική έκφραση.     




Εικόνα 21. Ανάλυση δεδομένων RT-qPCR για το γονίδιο TSAR1 σε 2 (διαφορετικές σε 
κάθε γράφημα) σειρές φυτών control pUBI και 11 σειρές ΤSAR1 μετασχηματισμένων 
φυτών (δείγματα 6-30). Για κάθε δείγμα, η τιμή που απεικονίζεται είναι η μέση τιμή ±SD 




Εικόνα 22. Ανάλυση δεδομένων RT-qPCR για το γονίδιο TSAR2 σε 2 (διαφορετικές σε 
κάθε γράφημα) σειρές φυτών control pUBI και 7 σειρές ΤSAR2 μετασχηματισμένων 
φυτών (δείγματα 6-32). Για κάθε δείγμα, η τιμή που απεικονίζεται είναι η μέση τιμή ±SD 
2 τεχνικών επαναλήψεων.  
Εφόσον αποδείχθηκε ότι σε σχέση με τα control φυτά, υπάρχουν 
μετασχηματισμένα φυτά που δείχνουν ξεκάθαρα ετερόλογη έκφραση των TSAR1 και TSAR2, τέθηκε το ερώτημα αν τελικά τα μετάγραφα αυτά παράγουν 
στη συνέχεια λειτουργικές πρωτεΐνες, δηλαδή ενεργούς μεταγραφικούς 
παράγοντες που είναι ικανοί να ρυθμίσουν την έκφραση γονιδίων που 
συμμετέχουν στην βιοσύνθεση τριτερπενίων/στερολών στην Trigonella foenum-
           Control                                  TSAR2                                                     Control                                      TSAR2 
          Control                                      TSAR1                                                   Control                                      TSAR1 
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graecum .  Έτσι ελέγχθηκε εάν οι TSAR1 και TSAR2 μπορούν να ενεργοποιήσουν 
το γονίδιο HMGR (3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA Reductase) το οποίο 
κωδικοποιεί το ένζυμο που ελέγχει τη ροή μεταβολιτών στο βιοσυνθετικό 
μονοπάτι των τριτερπενίων, σχηματίζοντας το πρόδρομο μόριό τους, 
μεβαλονικό οξύ και το γονίδιο CAS (Cycloartenol Synthase), το οποίο 
κωδικοποιεί μια κυκλάση του οξειδοσκουαλενίου, την συνθάση της 
κυκλοαρτενόλης που οδηγεί στην παραγωγή στερολών.  
Για την κανονικοποίηση της έκφρασης χρησιμοποιήθηκε και στις 2 
περιπτώσεις ο παράγοντας επιμήκυνσης 1-α (EF1-α), και ζεύγη εκκινητών 
ειδικά για τα γονίδια HMGR και CAS αντίστοιχα. Στα επίπεδα έκφρασης του 
HMGR  διακρίνεται μια αρνητική ρύθμιση (downregulation) στα 6 από τα 8 φυτά 
που φαίνεται να εκφράζουν ετερόλογα τον TSAR1 μεταγραφικό παράγοντα (Εικόνα 21 και 23) και στα 2 από τα 3 φυτά που φαίνεται να εκφράζουν 
ετερόλογα τον TSAR2 μεταγραφικό παράγοντα. Πιο συγκεκριμένα, στα 
δείγματα TSAR1-6, 11, 14, 16, 20, 24, 26, 30 όπου παρατηρείται υπερέκφραση 
του TSAR1 (Εικόνα 21), βλέπουμε μια καταστολή έκφρασης στο γονίδιο HMGR 
σε 6 από τα από αυτά τα 8 δείγματα, τα TSAR1-11, 14, 20, 24, 26, 30, 
συγκρινόμενα με το μέσο όρο επιπέδων έκφρασης των δειγμάτων μαρτύρων 
pUBI (μπλε στήλη; Εικόνα 23). Αντίστοιχα, στα TSAR2-16, 17, 21 δείγματα που 
υπερεκφράζουν το TSAR2 (Εικόνα 22) φαίνεται πως τα TSAR2-17, 21, 
εμφανίζουν μειωμένη έκφραση του HMGR σε σχέση με το μέσο όρο επιπέδων 
έκφρασης των pUBI δειγμάτων (μπλε στήλη; Εικόνα 23).  
 
Εικόνα 23. Ανάλυση δεδομένων RT-qPCR για τη σχετική έκφραση του γονιδίου HMGR σε 
12 σειρές ΤSAR1 και 7 σειρές TSAR2 μετασχηματισμένων φυτών (πορτοκαλί στήλες). Η 
μπλε στήλη αναπαριστά τον μέσο όρο σχετικής έκφρασης των μαρτύρων pUBI φυτών. 
Για κάθε δείγμα, η τιμή που απεικονίζεται είναι η μέση τιμή ±SD 2 τεχνικών 
επαναλήψεων. 
Επιπρόσθετα, η RT-qPCR για τον έλεγχο έκφρασης του CAS γονιδίου 
έδωσε αποτελέσματα που ακολουθούν παρόμοιο μοτίβο με εκείνο του HMGR 
γονιδίου (Εικόνα 24). Πιο αναλυτικά, στα TSAR1 φυτά τα δείγματα TSAR1-6, 11, 
14, 16, 20, 24, 26, 30 όπου παρατηρείται υπερέκφραση του TSAR1 (Εικόνα 21), 
διακρίνεται μια μειωμένη έκφραση στο γονίδιο CAS σε 7 από τα από αυτά τα 8 ~ 38 ~ 
 
δείγματα, τα TSAR1-11, 14, 16, 20, 24, 26, 30, συγκρινόμενα με το μέσο όρο 
επιπέδων έκφρασης των δειγμάτων μαρτύρων pUBI (μπλε στήλη; Εικόνα 24). 
Αντίστοιχα, από τα TSAR2-16, 17, 21 δείγματα που υπερεκφράζουν το TSAR2 
(Εικόνα 22) φαίνεται πως τα TSAR2-17, 21, εμφανίζουν μειωμένη έκφραση του 
CAS σε σχέση με το μέσο όρο επιπέδων έκφρασης των pUBI δειγμάτων (μπλε 
στήλη; Εικόνα 24). 
Συνεπώς, το αξιοσημείωτο που παρατηρείται εδώ είναι πως στην 
πλειοψηφία των φυτών που έχει αποδειχθεί ότι υπερεκφράζουν το TSAR1 ή το 
TSAR2, καταστέλλεται  τόσο η έκφραση του HMGR, όσο και του CAS γονιδίου.   
 
Εικόνα 24. Ανάλυση δεδομένων RT-qPCR για τη σχετική έκφραση του γονιδίου CAS σε 12 
σειρές ΤSAR1 και 7 σειρές TSAR2 μετασχηματισμένων φυτών (μωβ στήλες). Η μπλε 
στήλη αναπαριστά τον μέσο όρο σχετικής έκφρασης των μαρτύρων pUBI φυτών. Για 
κάθε δείγμα, η τιμή που απεικονίζεται είναι η μέση τιμή ±SD 2 τεχνικών επαναλήψεων.  
3.4 Εκχύλιση σαπωνινών και Χρωματογραφία Λεπτής Στιβάδας 
Η εκχύλιση σαπωνινών και η χρήση τους για την διεξαγωγή 
χρωματογραφίας λεπτής στιβάδας είχε ως σκοπό τον σχηματισμό μιας εικόνας 
σχετικά με την ποικιλία των ουσιών που περιέχονται στα μετασχηματισμένα T. 
foenum – graecum φυτά. Δηλαδή αποτελεί μια ποιοτική προσέγγιση του 
μεταβολικού προφίλ της Τριγωνέλλας, και πιο συγκεκριμένα του προτύπου του 
μεταβολισμού που οδηγεί στην παραγωγή σαπωνινών. Εφόσον δεν υπήρχε 
άμεσα διαθέσιμος κάποιος μεταβολίτης-αναφορά από το συγκεκριμένο φυτό, 
δεν είναι δυνατή η διεξαγωγή συμπερασμάτων που αφορούν την ταυτότητα 
των μεταβολιτών που διακρίνονται στις διάφορες ζώνες.  
Στο συγκεκριμένο στάδιο πειραματιστήκαμε, αλλάζοντας κάθε φορά είτε 
τον διαλύτη της κινούμενης φάσης είτε τον όγκο δείγματος που φορτώναμε ~ 39 ~ 
 
στην πλάκα TLC (στατική φάση). Όπως φαίνεται στην Εικόνα 15 στην 1η και 3η 
περίπτωση φορτώθηκαν 20μL και 50μL εκχυλίσματος αντίστοιχα, με κινούμενη 
φάση τον διαλύτη χλωροφόρμιο : μεθανόλη : απεσταγμένο νερό (CHCl3:MeOH:dH2O) σε αναλογία όγκων 70:44:10. Σε αντίθεση, στην 2η 
περίπτωση φορτώθηκαν 20μL εκχυλίσματος με κινούμενη φάση τον διαλύτη MeOH. Τα δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν ήταν τα TSAR1-6, TSAR1-23 και TSAR2-26, TSAR2-31, τα οποία παρουσίαζαν τη μεγαλύτερη συσσώρευση TSAR1,2 μεταγράφων. Στην 1η περίπτωση πιθανώς το φόρτωμα των 20μL δεν 
ήταν ικανό να δώσει σαφείς έντονες ζώνες. Παρόλα αυτά, ορισμένες ζώνες 
απουσιάζουν από κάποια δείγματα (κόκκινα βέλη). Στην 2η περίπτωση, η χρήση 
της μεθανόλης ως κινητή φάση φαίνεται να ‘’ώθησε’’ τις ουσίες να κινηθούν πιο 
γρήγορα και άρα να μην διαχωριστούν εντελώς, εφόσον η μεθανόλη πρόκειται 
για έναν ισχυρά πολικό διαλύτη. Γίνεται αντιληπτό ότι ο πιο ξεκάθαρος 
διαχωρισμός έγινε στην 3η περίπτωση όπου σχεδόν σε όλα τα δείγματα, 
απεικονίζονται σε ζώνες ≥5 διαφορετικές ουσίες, ενώ κάποιες ποιοτικές 
διαφορές (μαύρα βέλη) πρέπει να ελεγχθούν περαιτέρω με ποσοτικές 
αναλυτικές μεθόδους ανάλυσης μεταβολικού προφίλ/περιεχομένου.    
 
Εικόνα 25. Πλάκες TLC: 1η 20μL εκχυλίσματος με κινητή φάση CHCl3:MeOH:dH2O σε 
αναλογία όγκων 70:44:10. 2η 20μL εκχυλίσματος με κινητή φάση MeOH. 3η 50μL 
εκχυλίσματος με κινητή φάση CHCl3:MeOH:dH2O σε αναλογία 70:44:10. Σε κάθε TLC 
plate φορτώθηκαν τα δείγματα TSAR1-6, TSAR1-23 και TSAR2-26, TSAR2-31. 
 
 
  1η CHCl3:MeOH:dH2O/70:44:10 (20μL)        2η  MeOH  (20μL)             3η CHCl3:MeOH:dH2O/70:44:10 (50μL)                 
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Συμπεράσματα - Συζήτηση 
 
Τα φυτά του είδους M. truncatula φαίνεται να συσσωρεύουν 
τριτερπενοειδείς σαπωνίνες (TSs) ως μείγματα συγκεκριμένων ιστών δεκάδων 
διαφορετικών TSs. Εκτός από αυτή τη συστατική συσσώρευση που 
προκαλείται, η επαγωγή βιοσύνθεσης TSs παρατηρείται συχνά στην απόκριση 
σε επίθεση από φυτοφάγα ζώα ή σε προσβολή από παθογόνα (Gholami et al., 
2014). Η επαγωγή βιοσύνθεσης TS επιτελείται και υπό συνθήκες καταπόνησης, 
όπου μεσολαβείται από συντονισμένη μεταγραφική ενεργοποίηση ολόκληρου 
του μονοπατιού βιοσύνθεσης TSs (Broeckling et al., 2005; Pollier et al., 2013; 
Suzuki et al., 2005). Στην επαγωγή αυτή, κρίσιμο ρόλο φαίνεται να παίζει το 
ιασμονικό οξύ (JA). Ωστόσο, οι μεταγραφικοί παράγοντες που ενεργοποιούν την 
συντονισμένη μεταγραφική ενεργοποίηση των βιοσυνθετικών γονιδίων TSs 
μετά την επαγωγή από JA έχουν παραμείνει άγνωστοι.  
Στην πραγματικότητα, μόνο λίγοι μεταγραφικοί παράγοντες που 
συμμετέχουν εξειδικευμένα στη βιοσύνθεση τερπενίων στα φυτά έχουν 
ταυτοποιηθεί. Ο μεταγραφικός παράγοντας με βασική δομή έλικα-βρόγχος-
έλικα MYC2, επίσης γνωστός ως κύριος στη σηματοδότηση JA (Kazan and 
Manners, 2013), και τα ομόλογα του έχουν αποδειχθεί ότι παίζουν ρόλο στη 
ρύθμιση της βιοσύνθεσης των σεσκιτερπενίων στο Arabidopsis thaliana, τη 
ντομάτα (Solanum lycopersicum), και το Artemisia annua (Hong et al., 2012; Ji et al., 2014; Spyropoulou et al., 2014). Επίσης, δύο ακόμη μεταγραφικοί 
παράγοντες της ίδιας δομής, που φαίνεται να μην σχετίζονται με τον MYC2, Bl (Bitter leaf) και Bt (Bitter fruit), βρέθηκαν ότι ρυθμίζουν τη συσσώρευση 
τριτερπενίων  στο αγγούρι (Cucumis sativus; Shang et al., 2014). Ο Mertens κ.α 
ταυτοποίησαν δύο μεταγραφικούς παράγοντες, TSAR1 και TSAR2, που  
φαίνεται ότι επάγουν τη μεταγραφή γονιδίων που εμπλέκονται στη βιοσύνθεση 
τερπενίων σε πολύ πρώϊμα στάδια (γονίδιο HMGR). Ακόμη, σε μετέπειτα στάδιο 
του μονοπατιού , αποδείχθηκε ότι οι MtTSARs δεν επηρεάζουν την έκφραση 
γονιδίων βιοσύνθεσης στερολών, επισημαίνοντας τον εξειδικευμένο τους ρόλο 
στη ρύθμιση του μεταβολισμού των τριτερπενίων στο M. truncatula(Mertens et al., 2016). 
Όσον αφορά το φυτό T. foenum – graecum, το οποίο συσσωρεύει τόσο 
τριτερπένια όσο και στεροειδείς σαπωνίνες(A. Basu et al., 2014; Ciura et al., 
2017; Vrancheva et al., 2016), παρόλο που και οι δύο ομάδες φυτών TSAR1 και TSAR2 εμφάνισαν μεγάλο ποσοστό μετασχηματισμού (88.3% για τα TSAR1, 
94.7% για τα TSAR2), δεν φαίνεται να ακολουθείται το ίδιο πρότυπο και στην 
μεταγραφική δραστηριότητα των εν λόγω μεταγραφικών παραγόντων, όπως 
στο M. truncatula. Πιο συγκεκριμένα, 66.6% των TSAR1 φυτών και 42.8% των TSAR2 φυτών παρουσίασαν ξεκάθαρη ετερόλογη έκφραση των αντίστοιχων 
γονιδίων MtTSAR1 και MtTSAR2 σε σχέση με τα δείγματα ελέγχου pUBI (Εικόνες 
21, 22). Αυτό μπορεί να οφείλεται στο γεγονός ότι, εφόσον η κατασκευή 
εισέρχεται τυχαία στο γονιδίωμα του φυτού είναι πιθανό η εισαγωγή του να 
έγινε σε περιοχή χαμηλής μεταγραφικής ενεργότητας, όπου η χρωματίνη 
περιελίσσεται σφιχτά γύρω από τις ιστόνες με αποτέλεσμα τη δημιουργία μιας 
συμπαγούς δομής και την αδυναμία πρόσβασης από την πολυμεράση του RNA 
και τα αντίστοιχα ρυθμιστικά στοιχεία. Αυτή η συμπαγής δομή που οδηγεί και ~ 41 ~ 
 
σε απουσία μεταγραφικής δραστηριότητας μπορεί να υφίσταται είτε λόγω της 
φυσιολογικής συσπείρωσης του DNA σε ορισμένες περιοχές (κεντρομερή, 
τελομερή) είτε λόγω επιγενετικών τροποποιήσεων στο DNA, όπως η μεθυλίωση 
κυτοσίνης.  
Η ετερόλογη έκφραση των μεταγραφικών παραγόντων TSAR1 και TSAR2 στο T. foenum – graecum φαίνεται να επιφέρει αλλαγές στα επίπεδα 
έκφρασης τόσο σε πρώιμο στάδιο-κλειδί του μονοπατιού βιοσύνθεσης 
τερπενίων, μέχρι την παραγωγή 2,3-οξειδοσκουαλενίου (2,3-OS), όσο και σε 
μετέπειτα πιο εξειδικευμένο στάδιο της κυκλοποίησης του οξειδοσκουαλενίου 
προς τριτερπενοειδείς σκελετούς και των καθοδικών τροποποιήσεών τους 
(Εικόνες 5 και 8). Από το ακέτυλ-CoA έως το 2,3-OS  η βιοσύνθεση στερολών και 
τριτερπενίων αποτελεί κοινό μονοπάτι, με διαφορά στις κυκλάσες του 
οξειδοσκουαλενίου OSCs και τις καθοδικές τροποποιήσεις.  
Αξίζει να σημειωθεί ότι οι MtTSAR1 και MtTSAR2 τόσο στο M. truncatula 
όσο και στο συγγενικό ψυχανθές L. japonicus (Mertens et al., 2016; Φωτεινή 
Δημάκου - πτυχιακή BSc, 2017) έδειξαν να επάγουν την έκφραση του γονιδίου 
HMGR. Βάση της συγγένειας των φυτών θα περιμέναμε ίσως να παρατηρηθεί 
μια επαγώγιμη μεταγραφική δραστηριότητα στο γονίδιο HMGR και σε άλλα 
γονίδια μέχρι την παραγωγή του οξειδοσκουαλενίου, ή ενδεχομένως καμία 
επίδραση. Δεν φαίνεται, όμως, να συμβαίνει το ίδιο στο T. foenum – graecum 
πιθανώς διότι οι μεταγραφικοί παράγοντες, εκφραζόμενοι ετερόλογα, δεν δρουν 
με την ίδια αποδοτικότητα και ακρίβεια με τους αντίστοιχους ενδογενείς 
παράγοντες. Βέβαια, θα περιμέναμε από τη στιγμή που τα τρία αυτά φυτά είναι 
τόσο συγγενικά μεταξύ τους, γονίδια που κωδικοποιούν θεμελιώδεις πρωτεΐνες 
όπως ένζυμα που καταλύουν βασικές βιολογικές διαδικασίες να παραμείνουν 
ουσιαστικά σταθερά και να συσσωρεύουν ελάχιστες διαφοροποιήσεις. Ακόμη 
και αν αυτό ισχύει για τις κωδικές αλληλουχίες τέτοιων γονιδίων, δεν μπορούμε 
να είμαστε σίγουροι για τα ρυθμιστικά στοιχεία της μεταγραφής των γονιδίων 
αυτών. Με αυτό τον τρόπο, λοιπόν, μπορούμε να υποθέσουμε ότι το T. foenum – 
graecum έχει διαφοροποιηθεί εξελικτικά όσον αφορά των ρυθμιστικών 
στοιχείων της μεταγραφής. Ακόμη είναι πιθανό να υπάρχουν και άλλα γονίδια 
που να κωδικοποιούν βασικά ένζυμα του μονοπατιού με εξειδικευμένο, για το T. 
foenum – graecum, τρόπο. 
Παρατηρώντας τις αναλύσεις των RT-qPCR, όσον αφορά τα επίπεδα 
έκφρασης του HMGR  διακρίνεται μια αρνητική ρύθμιση (downregulation) στα 6 
από τα 8 φυτά που φαίνεται να εκφράζουν ετερόλογα τον TSAR1 μεταγραφικό 
παράγοντα (Εικόνες 21 και 23) και στα 2 από τα 3 φυτά που φαίνεται να 
εκφράζουν ετερόλογα τον TSAR2 μεταγραφικό παράγοντα (Εικόνες 22 και 23). 
Συνεπώς, μπορούμε να υποθέσουμε μια ανταγωνιστική συμπεριφορά μεταξύ 
των ετερόλογων μεταγραφικών παραγόντων TSAR1 και TSAR2 και των 
ενδογενών μεταγραφικών παραγόντων.  
Το άλλο γονίδιο για το οποίο ελέγχθηκαν τα μεταγραφικά επίπεδα μετά 
την ετερόλογη έκφραση των μεταγραφικών παραγόντων MtTSAR1 MtTSAR2 
ήταν το γονίδιο της συνθάσης της κυκλοαρτενόλης (CAS). Το ένζυμο αυτό είναι 
βασικό για την διακλάδωση του μονοπατιού παραγωγής τερπενίων και 
στερολών στρέφοντας την οδό προς παραγωγή στερεοειδών σαπωνινών, όπως 
η διοσγενίνη (Εικόνα 8). Σύμφωνα με τους Mertens et al.,οι TSAR1 και TSAR2  
ενεργοποιούν όλα τα πρώιμα γονίδια της οδού του μεβαλονικού οξέος, χωρίς ~ 42 ~ 
 
όμως να επηρεάζουν την έκφραση των γονιδίων βιοσύνθεσης στερολών. 
Παρόλα αυτά, η ετερόλογη έκφρασή τους στο T. foenum – graecum έχει 
αντίκτυπο στη μεταγραφική ενεργότητα του γονιδίου CAS με παρόμοιο μοτίβο 
με αυτό στο γονίδιο HMGR. Είναι φανερή και σε αυτή την περίπτωση η 
ανταγωνιστική δράση μεταξύ ενδογενών και ετερόλογων μεταγραφικών 
παραγόντων, με 7 από τα 8 φυτά που φαίνεται να εκφράζουν ετερόλογα τον TSAR1 μεταγραφικό παράγοντα (Εικόνες 21 και 24) και 2 από τα 3 φυτά που 
φαίνεται να εκφράζουν ετερόλογα τον TSAR2 μεταγραφικό παράγοντα (Εικόνες 
22 και 24) να απεικονίζουν αυτό το πρότυπο.  
Έχει ήδη παρατηρηθεί στο παρελθόν αντίστοιχη συμπεριφορά, όπως 
απεδείχθη με την αναστολή βιοσύνθεσης φαινολικού οξέος και λιγνίνης λόγω 
της ετερόλογης έκφρασης σε καπνό δύο μεταγραφικών παραγόντων Myb (Myb308 και Myb305) που προέρχονταν από το φυτό Antirrhinum(Tamagnone 
et al., 1998). Θεωρείται ότι αυτό είναι το αποτέλεσμα ανταγωνισμού για 
πρόσδεση στο DNA μεταξύ ενδογενών και ετερόλογων μεταγραφικών 
παραγόντων, με τους τελευταίους να προσδένονται ασθενέστερα. Ωστόσο, 
δεδομένης της υψηλής έκφρασης των ετερόλογων μεταγραφικών παραγόντων TSARs ακόμη και ασθενείς αλληλεπιδράσεις σε θέσεις πρόσδεσης στο DNA θα 
μπορούσαν να παρεμποδίσουν σημαντικά την πρόσδεση και λειτουργία 
ενδογενών μεταφραφικών παραγόντων. Επίσης, έχει αποδειχθεί άμεση 
πρωτεϊνική αλληλεπίδραση μεταξύ μεταγραφικών παραγόντων (Jackson et al.,1992). Πιθανότατα συντηρημένες περιοχές της δομής ΜYB (HLH) των TSARs, 
οι οποίες φυσιολογικά ευθύνονται για αλληλεπίδραση με άλλες 
πρωτεΐνες(Ambawat et al., 2013; Feller et al., 2011), να οδηγούν σε μη 
λειτουργική αλληλεπίδραση με ενδογενείς μεταγραφικούς παράγοντες στις 
μετασχηματισμένες ρίζες του T. foenum-graecum. 
Δεδομένα που θα μπορούσαν να διαλευκάνουν καλύτερα τις επιρροές 
αυτών των ετερόλογων μεταγραφικών παραγόντων στο μονοπάτι του 
μεβαλονικού οξέος, αποτελούν τα αποτελέσματα από την υγρή και αέρια 
χρωματογραφία που εκκρεμούν. Με τη βοήθεια των αναλύσεων αυτών θα 
έχουμε μια πιο ξεκάθαρη εικόνα για το πώς και πόσο επηρεάζουν οι 
μεταγραφικοί αυτοί παράγοντες τη βιοσύνθεση τερπενίων και σε ποιο στάδιο 
φαίνεται να δρουν. Επιπλέον, από τις TLC που πραγματοποιήθηκαν έγινε 
κατανοητό ότι υπήρχε μια ποικιλία ενώσεων-ζωνών, η οποία όμως δεν φάνηκε 
να απεικονίζει επαναλαμβανόμενο πρότυπο σε κάθε δείγμα (Εικόνα 25).  Πιο 
συγκεκριμένα, σε κάποια δείγματα διαφαίνονται ζώνες που απουσιάζουν από 
άλλα δείγματα, και αυτό ερμηνεύεται ως διαφορετικό μίγμα μεταβολιτών – 
σαπωνινών. Για να οδηγηθούμε σε ένα ξεκάθαρο συμπέρασμα για το αν οι 
διαφορές αυτές απορρέουν από τον μετασχηματισμό των φυτών με τους 
μεταγραφικούς παράγοντες MtTSAR1 και MtTSAR2 είναι απαραίτητη και η 
μελέτη άλλων γονιδίων που συμμετέχουν στο συγκεκριμένο μονοπάτι του 
μεταβολισμού, ιδιαίτερα γονιδίων βιοσύνθεσης των τριτερπενίων. Ιδανικά θα 
ελεγχόταν η έκφραση επιπλέον γονιδίων που εμπλέκονται τόσο στην 
βιοσύνθεση τόσο του 2,3-οξειδοσκουαλενίου απο μεβαλονικό οξύ, όσο και 
κυκλασών του οξειδοσκουαλενίου και τροποποιητικών ενζύμων που 
εμπλέκονται στον σχηματισμό τριτερπενίων και σαπωνινών τους. Τέτοια 
γονίδια είναι πολύ πιο πιθανό να επηρεάζονται απο την ετερόλογη έγκραση των 
MtTSARs απ’ ότι γονίδια βιοσύνθεσης στερολών. Ωστόσο, δεδομένου ότι δεν ~ 43 ~ 
 
υπάρχει διαθέσιμο το γονιδίωμα του T. foenum-graecum, ελέγχθηκαν πρώτα 
αυτά τα γονίδια (HMGR και CAS) τα οποία έχουν ήδη αναγνωριστεί σε 
πειράματα RNA αλληλούχισης του φυτού. Παράλληλα επιχειρείται εντοπισμός 
και ταυτοποίηση επιπλέον πιθανών γονιδίων σ’ αυτές τις βάσεις δεδομένων. 
Τέλος, οι αναλύσεις των χρωματογραφιών θα συμβάλλουν στην διευκρίνιση της 
ταυτότητας της κάθε ουσίας που απεικονίζεται σε κάθε δείγμα στην TLC και θα 
βοηθήσει σε αναδρομικό εντοπισμό γονιδίων που πιθανών να επάγονται από 
την ετερόλογη έκφραση των MtTSARs. 
. 
Συμπερασματικά, φαίνεται ότι η ετερόλογη έκφραση των MtTSAR1 και 
MtTSAR2 στο T. foenum – graecum παρουσιάζει σε ένα σημαντικό ποσοστό των 
μετασχηματισμένων φυτών μια κατασταλτική ρύθμιση τουλάχιστον δύο 
γονιδίων που συμμετέχουν στο μονοπάτι του μεβαλονικού οξέος, γεγονός που 
δημιουργεί ερωτήματα σχετικά με το πόσο διαφέρουν στην ρύθμιση και 
απόκριση βασικών μεταβολικών οδών δύο τόσο συγγενικά φυτά. Για το λόγο 
αυτό θα ήταν ενδιαφέρον να μελετηθεί περαιτέρω η επίδραση αυτών των 
κύριων, για το μονοπάτι του μεβαλονικού οξέος, μεταγραφικών παραγόντων 
τόσο σε μεταγραφικό όσο και σε μεταβολικό επίπεδο και να διερευνηθούν 
συλλογές δεδομένων RNA αλληλούχισης (RNA-seq datasets) του T. foenum 
graecum για την αναζήτηση ενδογενών TSAR-like μεταγραφικών παραγόντων 
που θα μπορούν να χρησιμοποιηθούν σε εφαρμογές με στόχο τον εμπλουτισμό 
του μεταβολικού περιεχομένου του φυτού.   
.                  
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Παράρτημα  
I. Κωδική αλληλουχία του γονιδίου TSAR1 
>KM409647.1 Medicago truncatula triterpene saponin activating regulator 1 
(TSAR1) mRNA, complete cds ATGGAGGATTCACTGGAAAATTTGATTTCTTATATGGAAATGGAAGATGATGTGATCTTGAATCAAAGTAGCACCACCACATTTGATGAGCAAGAGTTTCTCAAAGATATCATCCTTGAAGAACCAGAATGTATTGAACTCTCTTCTTATCTTTGTTCCAATAAAACCAAAGACAATAGTACAACTATAATTAATGTTGAAGGTGATGCTACTAGCCCCACAAATAGTATTTTGTCCTTTGATGAGACAAGTTTATTTTGTGGTGATTATGAGAATGTTGAAACAAACCACAAAAGTAATAACTCCAACTCAATCAAGTCTTTGGAAAGATCTTGTGTTAGTTCTCCAGCCACATACCTTCTATCTTTTGGTAACTCAAGTATTGAACCAATCATTGAACCAATGTCACATAAAACTAAAAGAAGGACAGATGAATCAAGGGGGGTGAAGGAAGCAACAAAGAAGGTTAGAAGATCATGTGAGACAGTACAAGATCATTTGATGGCTGAGAGGAAAAGGAGAAGGGAATTAACTGAGAATATCATAGCACTTTCAGCCATGATACCTGGCTTGAAAAAGATGGACAAGTGTTATGTACTTAGCGAAGCTGTGAATTACACAAAACAGCTTCAAAAGCGCATTAAAGAATTGGAGAATCAAAACAAAGATAGCAAACCAAATCCAGCAATATTCAAGTGGAAATCTCAAGTTTCATCAAATAAAAAGAAGTCCTCAGAATCACTGCTCGAGGTTGAAGCTAGAGTCAAAGAAAAGGAAGTACTCATCAGAATTCATTGTGAGAAGCAAAAAGACATAGTGCTCAAAATACATGAATTGCTTGAAAAGTTCAATATCACTATAACAAGTAGTAGCATGTTACCATTTGGTGATTCTATTCTTGTAATCAACATTTGTGCTCAGATGGATGAAGAAGACAGCATGACCATGGATGACCTTGTGGAAAATCTGAGAAAATATCTATTGGAAACTCATGAGAGTTACTTGTGA   
II. Αλληλουχία αμινοξέων του μεταγραφικού παράγοντα TSAR1  
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III. Κωδική αλληλουχία του γονιδίου TSAR2   
>KR349466.1 Medicago truncatula triterpene saponin activating regulator 2 
(TSAR2) mRNA, complete cds ATGGAGGAAATCAACAACTCAGCTATGAAAGTATCATCATCAATCAGCAGCTGGTTATCTGATTTGGAAATGGACGAATACAATATATTTGCTGAGGAATGCAACCTTAATTTCCTTGATGCTGATGTGGGAGGGTTTCTTTCAAATGACATATCTAATGTATTTCAAGAACAAAACAAACAACAATGTTTATCTTTGGGGTCCACTTTTCATGAAACAATTGATAATAGTGACAAAAACAATGAATCTCTTTCTCCATCTTTTCAGTTTCAAGTTCCATCTTTTGACAACCCCCCAAATTCATCCCCTACTAACTCAAAAGAGAATATTGAAACAATACCATTGTCTCCAACCGATTTGGAAAATATGAATCACTCAACAGAAACCTCAAAAGGGTCATTGGAAAATAAAAAGTTGGAAACAAAAACCTCAAAAAGCAAAAGGCCACGTGCTCATGGTAGAGATCACATCATGGCTGAGAGAAATCGAAGAGAGAAACTCACCCAAAGCTTCATTGCTCTTGCAGCTCTTGTTCCTAACCTTAAGAAGATGGATAAACTATCTGTACTAATTGACACTATCAAATACATGAAAGAGCTTAAAAATCGTTTGGAAGATGTGGAAGAACAAAACAAGAAAACAAAAAAAAAATCATCGACCAAACCATGCCTATGCAGCGATGAAGATTCGTCATCATGTGAGGATAACATTGAATGTGTTGTTGGTTCACCATTTCAAGTGGAAGCAAGAGTGTTAGGAAAACAAGTGCTGATTCGGATCCAATGCAAGGAGCATAAGGGGCTTCTGGTTAAAATTATGGTCGAAATTCAAAAATTTCAACTATTTGTTGTCAATAACAGTGTCTTACCCTTTGGAGATTCTACGCTCGACATTACCATCATTGCTCAGTTGGGTGAAGGGTACAACTTGAGCATAAAGGAACTTGTGAAGAACGTACGCATGGCATTATTGAAGTTTACGTCATCATAA    
IV. Αλληλουχία αμινοξέων του μεταγραφικού παράγοντα TSAR2  
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V. TAE 50x για τις ηλεκτροφορήσεις (αραίωση σε TAE 1X) 
 
TAE 50x (1L)  
Tris base (MW:121.14) 242g 
Acetic Acid (MW:60.05) 57.1mL 
EDTA (MW:372.24) 18.6g 
dH2O μέχρι το 1L 
pH 8   
VI. 6x DNA Loading Dye 
 Total 10mL 
Glycerol 5mL 
50x TAE 200μL 
Bromophenol blue 25mg 
ddH2O 4.8mL 
 Αποθήκευση στους -20ΟC  




0.5mM EDTA  
Bromophenol blue 0.025% 
Xylene cyanol 0.025% 
 Αποθήκευση στους -20ΟC 
 
VIII. 2-Log DNA Ladder (0.1 – 10kb) New England BioLabs 
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 IX. Διάλυμα CTAB για την απομόνωση DNA 
CTAB ρυθμιστικό διάλυμα 
100mM Tris-HCl (pH 8) 
20mM EDTA 
1.4M NaCl 
2% w/v CTAB 
1% PVP Mr 40,000 
 
 X. Διαλύματα για την απομόνωση RNA  
 
  Αποθήκευση 
Extraction buffer 50mM Tris-HCL pH 8.3 
150mM NaCl 
10mM EDTA 
1% Lauryl sarcosine 
RT 
P.I.C. Phenol/Isoamyl alcohol/ Chloroform 
24:1:24 4OC 
3M Sodium acetate pH 5.2  RT 
Isopropanol  RT 
10T10E 10mM Tris pH 8.3/10mM EDTA RT 
8M LiCl (MW 42.39)  RT 
70% Ethanol  RT 
 
 
XI. Αλληλουχίες εκκινητών για την PCR και τις RT-qPCR  
 Ονομασία Αλληλουχία 5’ προς 3’ Στόχος PCR εκκινητές 35S_F 35S_R TGTGATAACATGGTGGAGCA GGTGATTTCAGCGTGTCCTC Υποκινητής 35S     RT-qPCR 
εκκινητές 
qTfgEF1-a_F 
qTfgEF1-a_R ATGGGAAAAGAAAAGATTCATAT GTCTC(A/C)ACAACCATGGGCTTGGT Παράγοντας Επιμήκυνσης 1-α 
qMtTSAR1_F 
qMtTSAR1_R TGTGGTGATTATGAGAATGTTGA AAGGTATGTGGCTGGAGAA TSAR1 
qMtTSAR2_F 
qMtTSAR2_R TCAGTTTCAAGTTCCATCTT AATCGGTTGGAGACAATG TSAR2 
qTfgHMGR_F qTfgHMGR_R AGGTCATGGCTGAGGTGAAC TCCATCTCTTGGCTGCTCTC HMGR 
qTfgCAS_F qTfgCAS_R AACAGACGAGCATCAAAAGGAGA GCAAACCCCACCCACCATC CAS ~ 56 ~ 
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